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 Quantidades elevadas de sal estão presentes na dieta de boa parte da 
população, desde as fases iniciais de vida e esse hábito tem sido associado 
com distúrbios cardiovasculares, principalmente hipertensão.  A via RhoA/Rho-
quinase tem sido associada com a hipertensão, mas seu papel nas alterações 
cardiovasculares induzidas por uma sustentada exposição ao excesso de sal 
ainda não está totalmente esclarecida. O objetivo do presente estudo foi 
investigar a responsividade e funcionalidade do sistema renina angiotensina 
aldosterona (SRAA), RhoA/Rho-quinase e mobilização de cálcio em ratos 
expostos à dieta com excesso de cloreto de sódio (high salt) desde o 
desmame. Para isso, ratos machos Wistar com 21 dias de idade receberam 
ração contendo 0,27% (controle), 2, 4 ou 8% de cloreto de sódio durante 6 
semanas. A pressão arterial média (PAM), mensurada em ratos anestesiados 
ao final do tratamento se manteve inalterada, assim como a pressão arterial 
sistólica (PAS) avaliada semanalmente a partir da segunda semana de 
tratamento em ratos conscientes também foi semelhante em todos os grupos. 
A ação hipotensora da acetilcolina foi reduzida em ratos expostos à dieta NaCl 
4 e 8%, mas a resposta à nitroprussiato de sódio não foi alterada. Os grupos 
que receberam dieta high salt 4 e 8% tiveram aumento da responsividade para 
angiotensina I e II e esta resposta foi acompanhada pelo aumento da atividade 
da enzima conversora de angiotensina (ECA) e pela redução do tempo de 
resposta hipotensora induzida pela bradicinina nos ratos pertencentes ao grupo 
NaCl 8%. Não obstante, os níveis plasmáticos de angiotensina II e aldosterona 
foram significativamente reduzidos nos animais submetidos a dieta NaCl 4 e 
8%, um resultado acompanhado pelo aumento da diurese e excreção renal de 
sódio. Também observamos que os níveis de eletrólitos (sódio, cálcio e 
potássio) no plasma dos animais expostos à dieta high salt não foram 
alterados. Além disso, a expressão de receptores para angiotensina II tipo 1 
(AT1) foi aumentada, enquanto a expressão de receptores para angiotensina II 
tipo 2 foi reduzida em aorta de ratos do grupo NaCl 4%. A dieta high salt não 
modificou o relaxamento induzido por acetilcolina e Y-27632 em artérias aorta e 
mesentéricas de resistência isoladas. A préincubação do composto Y-27632 
reduziu a contração máxima induzida pela fenilefrina em artérias de ratos 
ix 
 
controle. Entretanto foram necessárias altas concentrações para obter o 
mesmo efeito em artérias oriundas de ratos submetidos à dieta high salt. Nesse 
ínterim, observamos que aorta de animais pertencentes ao grupo NaCl 4% 
tiveram aumento da translocação da RhoA do citosol para a membrana 
plasmática, além de considerável aumento da expressão da subunidade 1 da 
miosina fosfatase fosforilada (pMYPT1). A contração induzida por cloreto de 
cálcio em meio despolarizante permaneceu inalterada, assim como a 
expressão da STIM1, Orai1 e fosfolambam em aorta. Por outro lado, a 
contração caudada pela cafeína e fenilefrina (em solução livre de cálcio) foi 
significativamente reduzida em vasos de ratos tratados com dieta high salt. 
Além disso, o cálcio no repouso e sob estímulo com ATP foi reduzido em 
células musculares lisas isoladas de aorta de ratos submetidos à dieta high 
salt, assim como a liberação de cálcio depois da recaptação pelo retículo 
sarcoplasmático. Corroborando esses dados, a expressão de SERCA2 e 
SERCA3 foi menor em aortas de ratos do grupo high salt quando comparadas 
ao grupo controle. Outrossim, a dieta com cloreto de sódio aumentou a 
expressão de calmodulina, proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina 
II (CAMKII) e cadeia leve de miosina, mas reduziu a expressão da quinase de 
cadeia leve de miosina (MLCK) sem alterar a fosforilação da cadeia leve de 
miosina. Nossos resultados demonstraram que ratos normotensos expostos à 
altas concentrações de cloreto de sódio desde o desmame até se tornarem 
adultos jovens tem redução dos níveis circulantes de angiotensina II e 
aldosterona. Entretanto houve maior responsividade vascular para a 
angiotensina II, uma condição associada pelo menos em parte, com o aumento 
da expressão de receptores AT1. Além disso, nossos dados nos sugerem que 
uma longa exposição à dieta high salt aumenta a atividade da RhoA e reduz a 
recaptação de cálcio para dentro do retículo endoplasmático, revelando o 
envolvimento dessas vias nos efeitos deletérios no sistema cardiovascular 











Elevated amounts of sodium are frequently present in the human diet 
from a very early age, albeit its excessive consumption has been putatively 
correlated with cardiovascular disturbances, mainly hypertension. The 
RhoA/Rho-kinase pathway has been associated with hypertension, but its role 
in the vascular changes induced by sustained high-salt exposition was scarcely 
investigated. The aim of this study was to investigate the responsiveness and 
endogenous functionality of the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), 
RhoA/Rho-kinase and calcium pathway in rats exposed to high sodium diet 
starting from weaning. For this, groups of male Wistar rats (21 days old) 
received chow containing 0.27 (control), 2, 4, or 8% NaCl for 6 weeks. 
Although, exposition to high sodium diet did not increase arterial pressure, in 
either, anesthetized and conscious rats. The hypotensive effect of 
acethylcholine, but not of sodium nitroprusside, was reduced in rats exposed to 
4 and 8% NaCl. The hypertensive effects of angiotensin I and II were increased 
in rats from 4 and 8% NaCl groups, which was accompanied by increased 
activity of the plasmatic angiotensin-converting enzyme and reduced 
hypotensive effects of bradykinin in 8% NaCl group. Nevertheless, plasmatic 
levels of both angiotensin II and aldosterone were strongly reduced in 4 and 8% 
NaCl groups, a situation accompanied by increased diuresis and renal excretion 
of sodium. Furthermore, levels of electrolytes (sodium, calcium and potassium) 
in plasma were not change. In addition, the expression levels of AT1 
angiotensin II receptors were increased, while AT2 receptors were reduced in 
the aorta of 4% NaCl group. The high-salt intake did not change the relaxation 
induced by acetylcholine and Y-27632 in aorta or small mesenteric arteries. 
Preincubation of Y-27632 reduced the maximal contraction elicited by 
phenylephrine in control rings, but was higher concentration was required to 
obtained same effect in high-salt groups. In addition, high salt intake increased 
RhoA translocation to plasmatic membrane, and p-MYPT1 expression in aorta. 
The contraction elicited by calcium chloride in depolarizing solution remained 
unchanged as well as STIM1, Orai1 and phospholamban expression in aorta. 
Caffeine and phenylephrine-induced contraction (in calcium free solution) was 
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significantly reduced in vessels from high-salt treated rats. Moreover, calcium 
rest and under ATP stimulus release were reduced in smooth muscle cells from 
aorta of high salt rats, as well as calcium released after reuptake. In addition, 
SERCA2 and SERCA3 expression were lower in aorta from high salt rats than 
control. Besides, high salt intake increased expression of calmodulina, 
calcium/calmodulin-dependent protein kinase II and myosin light chain but 
reduced myosin light chain kinase in aorta, without change phospho-myosin 
light chain expression. Our results show that exposure of normotensive rats to 
high sodium amounts in early life stages reduces the circulating levels of 
angiotensin II and aldosterone, but renders the vascular system more sensitive 
to angiotensin II, a condition associated, at least in part, with an increased 
expression of AT1 angiotensin II receptors. In addition these data suggest that 
long-term exposition to high-salt amounts increased RhoA activity and reduced 
intracellular calcium reuptake in the regulation of agonist-induced vascular 
contraction, disclosing the involvement of these pathway in the deleterious 





























I - INTRODUÇÃO 
1.1 - Doenças cardiovasculares  
As doenças cardiovasculares (DCV) são uma das principais causas de 
morte, morbidade (WHO 2011) e acompanhamento médico a pacientes no mundo 
(YUSUF et al. 2001).  De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) 
(WHO 2011), dentre as mortes cujas causas foram registradas, em 2008 as DCV 
foram responsáveis por aproximadamente 17,3 milhões de mortes (48%), sendo 
que destes 7,3 milhões foram por doença cardíaca isquêmica e 6,2 milhões por 
acidente vascular cerebral (AVC).  São seguidas por doenças como câncer (21%), 
outras doenças não transmissíveis e não comunicáveis (21%), doenças 
respiratórias (12%) e diabetes mellitus (3%) (Figura 1).  
Dados do Ministério da Saúde revelam que no Brasil, em 2009, dentre as 
doenças crônicas não transmissíveis, as DCV também foram responsáveis pelo 
maior número de casos de morte, o qual correspondeu a 28,6% do total de óbitos 
ocorridos registrados (Tabela 1). Na sequência aparecem as neoplasias (15,1%), 
doenças do aparelho respiratório (5,4%), diabetes mellitus (4,6%), outras doenças 
crônicas (12,9%), doenças maternas, infantis e transmissíveis (12,4%) e causas 
externas (12,2%) (DUNCAN 2010). 












Figura 1: Causas de mortalidade no mundo em 2008. Figura elaborada com 
dados extraídos de Global Atlas on cardiovascular disease prevention and control (WHO 
2011). DCV = Doenças cardiovasculares que compreendem doença cardíaca isquêmica 
e doenças cerebrovasculares. DNT = doenças não transmissíveis. Os dados 
apresentados são referentes ao total de mortes registradas em 2008. 
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Apesar dos inúmeros avanços terapêuticos e/ou cirúrgicos para o 
tratamento das DCV, as perspectivas não são nada animadoras. De acordo com 
uma projeção realizada em 2006, em 2030 as DCV continuarão sendo 
responsáveis pelo maior número de mortes em todo o mundo (Tabela 2) 
(MATHERS e LONCAR 2006). 
 
Tabela 1: Principais causas de óbito no Brasil no ano de 2009. 
Ordem Causa Número 
de óbitos 
% 
1 Doenças cardiovasculares 319066 28,6 
2 Neoplasias 168562 15,1 
3 Doenças respiratórias 59721 5,4 
4 Diabetes mellitus 51828 4,6 
5 Outras doenças crônicas 143602 12,9 
6 Maternas, infantis e transmissíveis 138199 12,4 
7 Causas externas 135919 12,2 
Fonte: Adaptado de DUNCAN et al., 2010 
 
Tabela 2: Projeção para as principais causas de óbito no mundo em 2030. 
Ordem em 
2030 
Causa % em relação ao 
total de óbitos 
1 Doenças cardíacas isquêmicas 13,4 
2 Acidente vascular cerebral 10,6 
3 HIV/AIDS 8,9 
4 Doenças pulmonares obstrutivas crônicas (DPOC) 7,8 
5 Infecções do trato respiratório inferior 3,5 
6 Câncer de traqueia, brônquios e pulmões.  3,1 
7 Diabetes mellitus 3,0 
Fonte: Adaptado de MATHERS e LONCAR (2006). 
 
Um dos principais fatores de risco para as desordens cardiovasculares é a 
pressão sanguínea elevada (CARRETERO e OPARIL 2000). A hipertensão é uma 
das doenças crônicas mais comuns em humanos (LAWES et al. 2008). De acordo 
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com a Organização Mundial da Saúde, em seu relatório de estatísticas de saúde, 
a hipertensão atinge um em cada três adultos da população mundial.  No Brasil a 
hipertensão acomete 25% da população, chegando a mais de 50% na terceira 
idade e, surpreendentemente, a 5% dos 70 milhões de crianças e adolescentes 
brasileiros, segundo dados da Sociedade Brasileira de Hipertensão (SBC/SBH 
2010) 
Acredita-se que a hipertensão esteja relacionada com 62% dos AVCs e 
42% das doenças isquêmicas do coração (BRUNDTLAND 2002). Vale ressaltar 
que a maioria ocorreu em países de baixo e médio desenvolvimento econômico e 
mais da metade em indivíduos entre 45 e 69 anos (WILLIAMS 2009). As 
perspectivas continuam sendo preocupantes. A previsão para 2025 é que cerca 
de 30% da população mundial tenha hipertensão (KEARNEY et al. 2005). No 
âmbito nacional, a Sociedade Brasileira de Hipertensão sugere que cerca de dois 
terços das mortes por DCV tem relação direta com o aumento sustentado da 
pressão arterial (SBC/SBH 2010).  Além disso, de acordo com as VI diretrizes 
brasileiras de Hipertensão, as DCV contribuem de forma expressiva para o alto 
índice de internações, gerando custos médicos e socioeconômicos elevadíssimos 
(SBC/SBH 2010).   
Apesar da importância econômica e social da hipertensão e dos muitos 
esforços da comunidade científica em buscar novos tratamentos, a etiologia da 
doença não pode ser determinada em cerca de 90 a 95% dos casos (KU 2006) e 
por isso considerada de origem multifatorial (JACOB 1999), envolvendo 
predisposição genética e fatores ambientais (fisiológicos e psicológicos), como 
dieta, atividade física, obesidade e fumo (CRACKOWER et al. 2002; KAKAR e LIP 
2006). A ideia mais aceita é que a hipertensão é causada por uma interação entre 
fatores gênicos, múltiplos fatores pressores patogênicos e desordens de fatores 
depressores fisiológicos (KU 2006). 
Levando em consideração todos os aspectos mencionados, o tratamento 
para a hipertensão é algo mais complexo do que o uso contínuo de fármacos e se 
faz necessário para garantir a sobrevivência do paciente (MAR e RODRIGUEZ-
ARTALEJO 2001). Assim, os anti-hipertensivos, juntamente com a mudança de 
hábitos, devem não só reduzir a pressão arterial, mas também os eventos 
cardiovasculares fatais e não fatais. O controle dos níveis pressóricos é tão 
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importante que uma simples redução de 5 mm Hg na pressão arterial diastólica 
pode reduzir os riscos de AVCs em 34% e de doenças isquêmicas do coração  
em 21% (LAW et al. 2003). Atualmente os anti-hipertensivos disponíveis para uso 
clínico são os diuréticos, beta-bloqueadores, vasodilatadores diretos, 
bloqueadores de canais de cálcio, inibidores da enzima conversora de 
angiotensina (ECA), bloqueadores de receptores AT1 da angiotensina II e 
inibidores diretos da renina. Entretanto, segundo as VI Diretrizes brasileiras de 
hipertensão (SBC/SBH 2010), o ideal é fazer a individualização da droga, ou seja, 
um tratamento de acordo com as características de cada paciente. Contudo, 
como a etiologia da hipertensão normalmente não pode ser determinada na 
maioria dos indivíduos há a dificuldade para propor uma terapia adequada a cada 
paciente. Consequentemente, a escolha da terapia acaba sendo tipicamente 
empírica, baseada em categorias epidemiológicas como idade, raça, presença de 
outras doenças como diabetes ou problemas cardíacos (COFFMAN 2011). Sendo 
assim, a Sociedade Brasileira de Hipertensão (SBH) na VI Diretrizes Brasileiras 
de Hipertensão Arterial (SBC/SBH 2010), recomenda que o tratamento 
farmacológico se inicie com a monoterapia, porém o mais utilizado é a associação 
de fármacos com mecanismos de ação diferentes, para se obter um melhor 
resultado. 
Independente da alta prevalência o fato é que o controle da pressão arterial 
tem sido insatisfatório no mundo todo, mesmo em pacientes que fazem 
tratamento e as razões para tal problema são complexas. Entretanto, as 
persistentes lacunas acerca da compreensão da causa da hipertensão 
associados a um pequeno repertório de anti-hipertensivos, principalmente drogas 
que agem em diferentes alvos de uma mesma via, contribuem para o fracasso 
dos resultados clínicos (COFFMAN 2011). Neste contexto, o investimento em 
novos estudos que visem investigar alterações e/ou fatores que possam estar 
corroborando o surgimento de doenças cardiovasculares e hipertensão torna-se 
tão importante quanto à busca por novas terapias. A identificação de disfunções 
fisiológicas ocorridas neste sistema pode contribuir significativamente para a 




1.2 - Principais mecanismos de controle da pressão arterial 
A pressão arterial é definida como a força que o sangue bombeado pelo 
coração exerce contra as paredes dos vasos (GUYTON 1991). O fluxo sanguíneo 
depende dos batimentos cardíacos e volume, onde a resistência é primariamente 
determinada pelo estado de contratilidade das pequenas artérias e arteríolas 
distribuídas por toda área corporal (COFFMAN 2011).  De modo geral, a pressão 
sanguínea em humanos varia constantemente, porém em repouso, raramente 
desvia do normal mais do que 10 a 15% durante o dia. Em um adulto normotenso 
a pressão arterial média (PAM) se mantêm entre 120 e 80 mmHg, geralmente 
próximo a 100 mmHg. Entretanto ela pode ser elevada a mais de 160 mmHg em 
indivíduos com hipertensão ou até mesmo chegar a 0 nas pessoas que se 
encontram em situações que comprometem a circulação sanguínea normal 
(hemorragias) (GUYTON 1991). Porém, o organismo possui mecanismos de 
controle da pressão arterial que, normalmente, conseguem promover uma 
resposta adequada frente às ocasiões que a alteram.  Esses fatores que 
controlam a pressão arterial podem sofrer uma série de influências regulatórias, 
por isso identificar a origem da hipertensão requer a compreensão de uma série 
de sistemas que contribuem para a homeostasia dos níveis pressóricos 
(COFFMAN 2011). Apesar de constituírem sistemas metabólicos extremamente 
variados os mecanismos de controle da pressão arterial atuam de forma integrada 
para garantir a perfusão adequada a todos os tecidos (LIFTON et al. 2001). 
Segundo Guyton os mecanismos de controle da pressão sanguínea podem 
ser classificados de acordo com o tempo necessário para produzir uma ação. 
Uma resposta rápida (podendo reagir em segundos) é feita pelos barorreceptores, 
quimiorreceptores e o sistema nervoso central. O controle dos níveis pressóricos 
que ocorre em horas ou dias (longo prazo) é feito pelos rins. O controle em médio 
prazo (que ocorre em minutos) é feito por sistemas hormonais como renina-
angiotensina, vasopressina, calicreína-cinina, fator natriurético atrial e autacóides 
derivados do endotélio (GUYTON 1991).   
Os barorreceptores estão situados nas paredes das artérias, no seio 
carotídeo e arco aórtico Estes são receptores de extensão que respondem 
alterações estruturais nas paredes dos vasos (distensão ou constrição). 
Consistem na primeira linha de defesa à hipertensão ou hipotensão aguda 
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(GUYTON 1991) e ajustam tanto o tônus vagal quanto o sistema nervoso 
simpático. Os barorreceptores respondem à taxa de aumento de pressão induzida 
por deformações e a ações estáticas causadas por mudanças contínuas na 
pressão arterial. Eles se originam de nervos aferentes do vago e nervos 
glossofaríngeos e se dirigem para o núcleo do trato solitário, que faz parte do 
centro vasomotor na medula oblonga. Impulsos destes receptores são inibitórios 
por natureza, assim, na hipertensão aguda os barorreflexos geram uma 
transmissão neuronal aumentada para o centro vasomotor, com consequente 
inibição do sistema simpático e aumento do tônus vagal (OPIE 1998). Essas 
mudanças reduzem a frequência e a contração cardíaca (GUYENET 2006) e 
diminuem a resistência vascular periférica. Dessa forma um aumento agudo na 
pressão arterial induz mudanças que tendem a reduzi-la.  No caso de hipotensão 
aguda, há uma redução na distensão da pressão nos barorreceptores, resultando 
em uma diminuição da frequência de descarga reduzindo os sinais enviados ao 
centro vasomotor, o que leva à um aumento da atividade simpática e inibição do 
tônus vagal (OPIE 1998). 
Alguns sistemas de controle dos níveis pressóricos, como a isquemia do 
sistema nervoso central, têm funções altamente especializadas. Nesse caso 
ocorre ativação quando o fluxo de sangue para o cérebro fica muito reduzido e 
dificulta a ativação normal dos neurônios. Um centro neural na medula responde 
transmitindo sinais fortes através dos nervos simpáticos para que o coração e 
vasos sanguíneos aumentem a pressão, em alguns casos chegando ao limite 
cardíaco máximo (GUYTON 1991). 
Também ocorre a ativação dos quimioreceptores devido às concentrações 
elevadas de CO2 (dióxido de carbono) e às baixas concentrações de O2 (oxigênio) 
no sangue, assim um sinal é enviado aos centros cerebrais de controle da 
pressão sanguínea, causando a redução da mesma. Esse controle é 
extremamente importante durante a atividade física, onde o consumo de O2 pelos 
músculos e a excreção de CO2 são igualmente elevados  (GUYTON 1991).   
O controle de longo prazo (horas ou dias) é feito principalmente pelos rins. 
Quando a pressão sobe além do normal os rins passam a excretar mais água e 
sal, isso reduz a volemia e faz com que o coração bombeie menos sangue, 
levando à queda da pressão arterial. Reciprocamente, quando a pressão cai 
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abaixo do normal, há um aumento no balanço entre fluídos que entram e saem, 
aumentando assim as concentrações dos líquidos e eletrólitos corporais e a 
pressão sanguínea (GUYTON 1991). 
Os mecanismos intermediários são acionados minutos após a ativação dos 
controladores neurais da pressão. Um dos principais é o sistema renina-
angiotensina, que tem função vasoconstritora ativada quando a baixa pressão 
sanguínea faz com que o fluxo de sangue para os rins caia abaixo do normal. Isso 
leva as células justaglomerulares dos rins a secretarem renina na corrente 
sanguínea. A renina é uma enzima glicoproteica que catalisa a conversão do 
angiotensinogênio em angiotensina I, que é convertida em angiotensina II pela 
ECA.  A angiotensina II causa vasoconstrição ao longo dos vasos sanguíneos 
corporais e consequentemente restabelece os níveis pressóricos normais 
(GUYTON 1991; CRACKOWER et al. 2002)   
Opie propôs que a liberação de renina pelas células justaglomerulares 
ocorre em resposta a três estímulos principais: i) aumento da estimulação dos 
receptores β1 adrenérgicos; ii) redução da pressão arterial renal e iii) diminuição 
na reabsorção tubular de sódio (Na+).  A liberação de renina é inibida pela 
angiotensina II através de um mecanismo de controle negativo (feedback 
negativo). Ela também estimula a liberação do hormônio aldosterona pelo córtex 
da adrenal, o qual aumenta a reabsorção de Na+ nos rins e diminui a liberação de 
renina (OPIE 1998). 
Outros sistemas hormonais participam do controle da pressão sanguínea 
como por exemplo, o hormônio antidiurético (ADH) ou vasopressina. O ADH é um 
hormônio (peptídeo) neuro-hipofisário envolvido em vários processos fisiológicos, 
incluindo manutenção da homeostasia do sódio, regulação da osmolaridade, do 
tônus vascular e da contratilidade cardiovascular (ALI et al. 2007). Sua liberação 
ocorre com o aumento da osmolaridade plasmática, principalmente ao sódio 
(Na+), e redução da pressão intravascular.  Atua aumentando a reabsorção de 
água pelos túbulos renais, sem interferir na eliminação de Na+, isso contribui para 
a elevação da sobrecarga sanguínea e consequentemente da pressão arterial 
(LEE et al. 2003). 
Outros peptídeos também constituem sistemas importantes no auxílio ao 
controle da pressão arterial. Dentre eles destacamos o peptídeo natriurético atrial 
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(PNA), que possui propriedades diuréticas/natriuréticas e vasodilatadoras, sendo 
que ambas contribuem para uma redução nos níveis pressóricos. Estes efeitos 
são mediados pela ligação do PNA a um receptor de superfície de membrana e 
este irá ativar a guanilato ciclase A (GC-A) que por sua vez aumentará as 
concentrações de guanosina 3’, 5’ – monofosfato cíclico (GMPc) que vai inibir a 
quinase de cadeia leve de miosina (MLCK) e causar vasodilatação (KU 2006). O 
PNA também contribui para a inibição da secreção de aldosterona e é antagonista 
endógeno da angiotensina II (OPIE 1998). Também merece relevância as 
endotelinas que são uma família de peptídeos que compreendem: endotelina 1 
(ET-1), endotelina 2 (ET-2) e endotelina 3 (ET-3). Vale destacar que a ET-1 é a 
isoforma predominantemente expressa na musculatura lisa vascular e atua como 
um potente vasoconstritor promovendo a abertura de canais de cálcio (Ca+2) e a 
formação de IP3 (trifosfato de inositol). As endotelinas também têm propriedades 
inotrópicas, quimiotáticas e mitógenas. Além disso, a ET-1 influencia a 
homeostasia de sais e água através dos seus efeitos sobre o sistema renina 
angiotensina aldosterona (SRAA), vasopressina, peptídeo natriurético atrial e 
estímulo do sistema nervoso simpático (AGAPITOV e HAYNES 2002). Em 
condições fisiológicas normais tem ação vasodilatadora provavelmente por agir 
sobre o endotélio e promover a liberação de óxido nítrico (NO) (BRUNNER et al. 
2006). 
1.2.1 - Controle do tônus vascular 
As células musculares lisas são encontradas constituindo as paredes de 
vários órgãos, incluindo os vasos. Estas células recebem inervação neural do 
sistema autônomo, além de serem controladas por hormônios, agentes 
autócrinos, parácrinos e outros sinais químicos locais. No organismo intacto o 
processo de contração de células do músculo liso é regulado principalmente pela 
ativação mecânica das proteínas contráteis actina e miosina. De modo 
simplificado pode-se dizer que a contração do músculo liso é iniciada como 
consequência do aumento da concentração citosólica do cálcio (Ca2+), devido à 
liberação deste íon a partir dos estoques intracelulares e/ou entrada do Ca2+ 
extracelular. A ligação do cálcio com a calmodulina ativa a MLCK que leva a 
fosforilação da cadeia leve de miosina (MLC) e permite sua interação com os 
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filamentos de actina resultando na contração muscular. A sensibilização de 
proteínas contráteis é sinalizada pela via RhoA/Rho-quinase (RhoA/ROCK) para 
inibir a defosforilação da cadeia leve pela miosina fosfatase, mantendo a força 
geradora de contração. A remoção do cálcio do citosol e estimulação da miosina 
fosfatase iniciam o processo de relaxamento do músculo liso (WEBB 2003). Além 
disso, diversos vasodilatadores agem sobre os níveis de adenosina 3’, 5’–
monofosfato cíclico (AMPc) e de GMPc os quais ativam, respectivamente, a 
proteína quinase A (PKA) e a proteína quinase G (PKG). A PKA e a PKG 
fosforilam e inativam a MLCK, favorecendo a perda do tônus muscular. O estado 
de contração e relaxamento das células musculares lisas define assim o nível de 
pressão arterial e o aporte do fluxo sanguíneo em função das necessidades 
metabólicas (MICHEL 1998). 
Além das células musculares lisas, os vasos possuem uma importante 
camada delgada de células (células endoteliais), formando a camada íntima do 
vaso. O endotélio produz uma variedade de substâncias que desempenham um 
papel importante na regulação da circulação sanguínea e homeostase vascular.  
Dentre os vasoconstritores liberados pelas células endoteliais podemos destacar 
alguns derivados do ácido araquidônico (MILLER e VANHOUTTE 1985), ânion 
superóxido (VANHOUTTE e KATUSIC 1988), endotelina (YANAGISAWA et al. 
1988) e angiotensina II (VELTMAR et al. 1991). O endotélio induz o relaxamento 
vascular através de três mediadores principais: o NO (FURCHGOTT e 
ZAWADZKI 1980; HUTCHINSON et al. 1987; IGNARRO et al. 1987), a 
prostaciclina (PGI2) (MONCADA et al. 1976) e o fator hiperpolarizante derivado 
do endotélio (EDHF) (FELETOU e VANHOUTTE 1988). Através destes 
mediadores, o endotélio exerce sua influência no fluxo sanguíneo, nas células 
circulantes (como os leucócitos, as plaquetas) e ainda sobre substâncias 
envolvidas na coagulação sanguínea. Portanto, as células endoteliais contribuem 
ativamente para a modulação do tônus vascular na hipertensão. Além disso, 
alterações no endotélio estão relacionadas ao desenvolvimento de complicações 





1.2.2 - Participação do sistema renal na manutenção da pressão arterial 
A importância dos rins no controle da pressão arterial tem sido amplamente 
discutida ao longo do tempo. Há mais de 30 anos Guyton e colaboradores 
argumentaram que os rins tem papel fundamental na manutenção dos níveis 
pressóricos normais. O rim tem a capacidade de aumentar rapidamente a 
excreção urinária de sódio em resposta à elevação da pressão arterial (natriurese 
de pressão), reduzindo assim o volume dos fluidos corporais, fazendo com que o 
coração bombeie menos sangue e reestabelecendo os níveis pressóricos 
(GUYTON 1991). Os transportadores de sódio distribuídos ao longo do néfron são 
muito dinâmicos, respondendo rapidamente às flutuações normais da pressão 
sanguínea. Também são fundamentais para gerar o sinal de feedback negativo na 
macula densa, túbulo glomerular e para acomodar o volume aumentado através 
da alça de Henle (MCDONOUGH et al. 2003). 
Além disso, anormalidades na função excretora renal podem estar 
envolvidas no aumento da pressão intra-arterial (MENETON et al. 2005). Também 
tem sido observado que a função renal é reduzida em pacientes com doenças 
cardiovasculares (ANAVEKAR et al. 2004). Corroborando as afirmações, ratos 
com níveis pressóricos normais que foram transplantados com rim oriundo de 
animais hipertensos, tornaram-se também hipertensos após o transplante. Por 
outro lado, ratos hipertensos que receberam o rim proveniente de indivíduos 
normotensos, tiveram o restabelecimento da pressão arterial (RETTIG e GRISK 
2005).   
Há alguns anos foi proposto que o desenvolvimento da hipertensão está 
relacionado com a expressão renal de receptores para angiotensina II tipo 1 (AT1) 
(CROWLEY et al. 2006). Estudos utilizando imunohistoquímica demonstraram a 
presença abundante de AT1R na superfície luminal dos túbulos proximal e distal, 
bem como nas células musculares lisas de arteríolas aferentes e eferentes 
(NAVAR et al. 2000). Estudo realizado por Crowley e colaboradores sugere que a 
presença desses receptores no tecido renal foi suficiente para gerar um fenótipo 
de hipertensão e sua ausência conferiu proteção contra tal quadro, mesmo que 
outros tecidos tenham mantido a expressão normal desses receptores 
(CROWLEY et al. 2005). De acordo com Navar e cols, a ativação luminal de 
receptores AT1 estimula a troca sódio/hidrogênio (Na+/H+) e aumenta a taxa de 
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reabsorção. Sendo assim os rins são um importante sítio de ação para os 
bloqueadores de receptores AT1, porque a angiotensina II intrarenal, além de 
atuar como vasoconstritor nos vasos renais, também reduz a excreção de sódio e 
suprime a natriurese de pressão.  
O receptor AT1 possui dois subtipos, AT1A e AT1B, ambos 
abundantemente expressos nos rins (CAREY 1999). Recentemente foi sugerido 
que a ação da angiotensina II nos receptores renais pode estar relacionada com 
os receptores AT1 subtipo A (AT1A). A eliminação dos receptores AT1A para 
angiotensina II do epitélio do túbulo proximal renal atenuou a hipertensão apesar 
de manter a resposta pressora dependente de angiotensina totalmente 
preservada. Tal efeito foi relacionado à excreção facilitada de sódio, sugerindo o 
envolvimento do receptor AT1A na natriurese de pressão (GURLEY et al. 2011). 
Também foi confirmado que a super expressão de receptor AT1A em células 
epiteliais do túbulo proximal renal aumenta a pressão arterial (LI et al. 2011). 
Navar e colaboradores propõe que o túbulo proximal renal é uma fonte de 
angiotensinogênio e angiotensina II para o ultrafiltrado glomerular e pode, 
portanto, ter ampla influência na função do néfron e controle da pressão arterial 
(NAVAR et al. 2011). 
Tem sido demonstrado que bloqueadores receptores AT1 (como o 
candesartan) causam aumento significativo da taxa de filtração glomerular, do 
fluxo sanguíneo renal proporcionalmente com aumento da excreção de sódio 
(NAVAR et al. 2000). Além disso, ratos espontaneamente hipertensos (SHR), 
expostos a dieta high salt1
VARAGIC et al. 2008
 (8%) e tratados com bloqueador AT1R tiveram melhora 
na hemodinâmica renal ( ). Assim, pode-se dizer que a ação 
dessa classe de fármacos no transporte tubular e hemodinâmica renal 
proporciona um efeito de longo prazo na regulação do balanço de sódio, que pode 
contribuir, pelo menos em parte, para a redução dos níveis pressóricos (NAVAR 
et al. 2000). 
 
                                            
1 O termo high-salt (do inglês, que refere-se à dieta com excesso de sal) será usado 
algumas vezes ao longo da tese. 
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1.2.3 - Envolvimento do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) na 
homeostasia dos níveis pressóricos 
O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) participa da regulação 
do tônus vascular, volume de fluidos corporais, balanço eletrolítico, secreção 
hormonal e atividade neuronal (GONZALEZ et al. 2005). Alguns autores 
consideram que o principal papel do SRAA é a regulação da pressão arterial 
(WANG et al. 2007). A cascata molecular desse sistema é ativada por fatores que 
reduzem o volume circulante de sangue e reduzem a pressão de perfusão renal, 
ou reduzem as concentrações tubulares de cloreto de sódio (TOMASCHITZ et al. 
2010). Isso faz com que as células justaglomerulares dos rins secretem renina e a 
liberem na corrente sanguínea. A renina é uma enzima glicoproteica que catalisa 
a conversão do angiotensinogênio em angiotensina I, que é convertida em 
angiotensina II pela ECA.  A angiotensina II causa constrição ao longo dos vasos 
sanguíneos corporais e, consequentemente, restabelece os níveis pressóricos 
normais (GUYTON 1991; CRACKOWER et al. 2002).  Além disso, a interação 
sinérgica entre aldosterona e angiotensina II nas células endoteliais e nas células 
musculares lisas dos vasos causa dano direto nos órgãos alvos, mas 
indiretamente também promove inflamação vascular, fibrose, remodelamento e 
hipertensão (XIAO et al. 2004). 
De modo geral é possível dizer que o SRAA restabelece a homeostasia 
circulatória. Simplificadamente a ação do SRAA que modula a pressão arterial 
pode ser agrupada em três categorias: i) ativação rápida para compensar a 
hipovolemia e hipotensão, que ocorre através da estimulação da síntese de 
aldosterona adrenal; ii) ativação intermediária que interfere com a homeostasia do 
sal; iii) ativação a longo prazo que contribui para as alterações estruturais do 
tecido alvo como por exemplo o remodelamento vascular (KAPPER e UNGER, 
2008) . Entretanto a ativação contínua desse sistema pode estar envolvida no 
desenvolvimento e progressão da hipertensão (TOMASCHITZ et al. 2010). 
Os efeitos biológicos da angiotensina II, considerada o principal peptídeo 
efetor na vasculatura, são mediados por duas isoformas de receptores (ELTON et 
al. 1992; KAMBAYASHI et al. 1993; GONZALEZ et al. 2005). O receptor para 
angiotensina II do tipo 2 (AT2) é extensamente expresso durante o 
desenvolvimento fetal, enquanto nos adultos a expressão foi detectada em 
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diferentes tecidos incluindo mesentéricas, coronárias e artérias renais. O receptor 
AT1 pode mediar vasoconstrição, facilitação simpática e efeitos tróficos 
(ARDAILLOU 1999).  Alguns autores consideram que o receptor AT2 tem efeito 
antagônico ao receptor AT1, como por exemplo: o receptor AT2 atenua a ação 
pressórica da angiotensina II e medeia vasodilatação (MATROUGUI et al. 1999; 
SIRAGY et al. 1999). Além disso, existem evidências sugerindo a existência de 
um crosstalk entre aldosterona e a via regulada por angiotensina II e o receptor 
AT1 (LEMARIE et al. 2008) e por aldosterona e receptor mineralocorticoide em 
cardiomiócitos e células musculares lisas vasculares (JAFFE e MENDELSOHN 
2005). A interação entre aldosterona e angiotensina II em células do músculo liso 
vascular também leva a potencialização do efeito proliferativo da angiotensina II 
(XIAO et al. 2004). 
A angiotensina II é considerada o maior mediador de remodelamento 
vascular (HIGUCHI et al. 2007). Esse peptídeo, também promove mudanças 
metabólicas e funcionais a curto e longo prazo, principalmente pela ativação de 
receptor AT1 localizado nas células do músculo liso vascular (FAILLI et al. 2009). 
Também tem atividade pro-inflamatória, hipertrófica (FRANK e EGUCHI 2003), 
fibrótica e efeitos metabólicos que incluem a produção de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) (TOUYZ 2005), resistência à insulina (IZAWA et al. 2005), 
deposição de proteína na matriz extracellular (NAFTILAN et al. 1989; TOUYZ et 
al. 1999; ZHAI et al. 2005; HIGUCHI et al. 2007), estimulação de diferenciação e 
migração celular (POWELL et al. 1989).  Dentre os sinais intracelulares, a 
ativação de receptores AT1 aumenta os níveis de cálcio e ativa algumas 
quinases, incluindo a via Rho quinase (ROCK) (LOIRAND et al. 2006; HIGUCHI et 
al. 2007). 
 Apesar da extensa gama de trabalhos estudando a funcionalidade do 
SRAA em animais e alguns poucos em humanos submetidos a dieta high salt 
alguns aspectos ainda parecem não estar completamente esclarecidos.  Por 
exemplo, a expressão de ácido ribonucleico (RNA) mensageiro (RNAm) para 
AT1R foi reduzida em aorta e rins, mas aumentada em homogenato de cérebro 
de ratos da linhagem Dahl sal sensíveis expostos a dieta high salt (STREHLOW 
et al. 1999). Em ratos Sprague-Dawley altas quantidades de sódio aumentam 
tanto os níveis de RNAm quanto a expressão de proteínas de AT1R em aorta e 
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cultura de células musculares lisas (NICKENIG et al. 1998). Porém, em artérias 
mesentéricas há uma redução do RNAm para receptor AT2, sem alterar a 
expressão de RNAm para receptor AT1 (GONZALEZ et al. 2005). Além da dieta 
high salt estar envolvida tanto com aumento quanto com a redução de receptores 
para angiotensina II, esta também tem sido descrita como responsável por 
aumentar ou diminuir a atividade e os níveis circulantes ou teciduais de renina, 
angiotensinogênio, ECA, angiotensina II e aldosterona (HODGE et al. 2002; 
BAYORH et al. 2005; GONZALEZ et al. 2005; DOS SANTOS et al. 2006). 
 A existência de um número tão grande de resultados contraditórios na 
literatura em relação às alterações cardiovasculares (especialmente no SRAA) 
induzidas por dieta high salt, pode ser, ao menos em parte, uma consequência da 
grande variedade de abordagens experimentais adotadas, a comparação entre os 
resultados obtidos de diferentes linhagens de ratos ou animais de diferentes 
idades, bem como o período de exposição ao sódio e as quantidades de sódio 
utilizadas. Porém, é importante ressaltar que a maioria dos estudos 
demonstraram alterações em pontos específicos do SRAA e foram realizados 
com animais sensíveis ao sal (Dahl sal sensíveis), submetidos ao tratamento 
simultâneo com acetato de desoxicorticosterona (DOCA-sal) ou ratos SHR. 
Poucos estudos foram feitos utilizando animais normotensos e saudáveis. 
 
1.2.4 - Via Rho quinase e sistema vascular 
A RhoA é um membro da superfamília de proteínas ligadas a proteína G 
pequena, que ativa a proteína quinase serina/treonina, conhecida como ROCK 
(SAKURADA et al. 2001). A RhoA pode ser ativada por vários agentes vasoativos, 
incluindo agonistas α1-adrenérgicos (KOKUBU et al. 1995; NISHIMURA et al. 
1996) e angiotensina II (LEUNG et al. 1995). Essa atividade é regulada pela 
ligação de GTP, um processo facilitado por fatores de troca de nucleotídeo 
guanina (Rho-GEFs), os quais permitem a troca de RhoA-GDP para RhoA-GTP 
(SCHMIDT e HALL 2002). A ativação da RhoA leva a estimulação da ROCK, que 
subsequentemente fosforila a subunidade 1 da miosina fosfatase (MYPT1) 
(KIMURA et al. 1996). Isso faz com que a MYPT1 seja inativada, favorecendo a 
manutenção da fosforilação da MLC, interação actina-miosina e contração celular 
(HILGERS e WEBB 2005; DA SILVA-SANTOS et al. 2009). 
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Nas últimas décadas, uma atenção considerável tem sido dirigida à 
possibilidade de que o aumento na resistência periférica existente na hipertensão 
seja causada por uma alteração no músculo liso vascular que o torna mais 
sensível do que o normal a estímulos constritores. Evidências obtidas nos últimos 
anos sugerem que esse aumento na sensibilidade vascular, ocorrido na 
hipertensão reflete, ao menos em parte, uma regulação aumentada da 
fosforilação da cadeia leve de miosina pela via RhoA/ROCK. Essa ideia tem sido 
reforçada por estudos com modelos animais de hipertensão e pacientes humanos 
hipertensos, os quais demonstraram que uma regulação positiva da via 
RhoA/ROCK é responsável pelo aumento da sensibilização ao cálcio e isto 
contribui para a elevação da pressão arterial (UEHATA et al. 1997; MASUMOTO 
et al. 2001; SEASHOLTZ et al. 2006; HILGERS et al. 2007). Nesse sentido, o 
tratamento com o composto Y-27632, um inibidor altamente seletivo da enzima 
Rho-quinase, é capaz de reduzir significativamente a pressão arterial em modelos 
de hipertensão já instalada (ratos DOCA-sal, 2-rins/1-clipe e animais 
espontaneamente hipertensos) (UEHATA et al. 1997). 
Nos últimos anos, tanto a RhoA como especialmente a ROCK estão sendo 
consideradas alvos em potencial para o desenvolvimento de drogas visando o 
tratamento de patologias cardiovasculares (MUKAI et al. 2001; SHIMOKAWA e 
TAKESHITA 2005), muito embora a segurança dessas drogas em termos de 
efeitos tóxicos, relacionados a ampla presença dessa via em diferentes tipos 
celulares tenha sido um evento extremamente limitante. Estudos em animais 
demonstraram que o tratamento, de curto prazo, utilizando inibidores de ROCK 
reduz a lesão de reperfusão em ratos e cães (SHIMOKAWA e TAKESHITA 2005), 
enquanto o tratamento prolongado com baixas doses desses inibidores não altera 
a pressão arterial, mas reduz o surgimento de lesões em artérias coronárias de 
pequeno calibre de ratos SHR (MUKAI et al. 2001). 
Respostas vasoconstritoras aumentadas à noradrenalina, observadas em 
artérias mesentéricas de ratos hipertensos (DOCA-sal), parecem ser mediadas, 
ao menos em parte, pela ativação da ROCK (MATSUMURA et al. 2001). Além 
disso, as respostas vasodilatadoras ao inibidor da ROCK fasudil no ante-braço de 
humanos hipertensos foram maiores do que as observadas em indivíduos 
normotensos (MASUMOTO et al. 2001), assim como em artérias mesentéricas de 
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ratos com hipertensão induzida pela administração de mineralocorticóides 
(WEBER e WEBB 2001). Corroborando esses dados, Jin e colaboradores 
mostraram que na hipertensão induzida pela angiotensina II, o tônus basal de 
anéis de aorta in vitro está aumentado, e este evento está associado com a 
elevação da expressão da enzima RhoA e é revertido tanto pela inibição da 
ROCK como da enzima NADPH oxidase (JIN et al. 2006). 
1.2.5 - A participação dos canais de cálcio no controle da pressão arterial 
Os canais de cálcio, localizados na membrana celular, são importantes 
para a regulação da pressão sanguínea, já que garantem o influxo de íons Ca2+ 
do meio extra para o intracelular. O cálcio oriundo do meio extracelular soma-se 
ao cálcio liberado do reticulo endoplasmático, complexando-se com a proteína 
calmodulina ácida. Este complexo ativa a MLCK, que fosforila a MLC, a qual 
interage com a actina promovendo a contração da célula e, no nosso enfoque, do 
tecido vascular. Como descrevemos anteriormente, uma das grandes descobertas 
das últimas décadas é que o efeito do cálcio é amplificado pela via RhoA/ROCK, 
através da inibição da miosina fosfatase, responsável pelo contrabalanço e 
inibição da contração mediada pelo cálcio. 
Diversos fatores e estruturas intracelulares já são bem descritos como 
capazes de influenciar e regular a disponibilidade de cálcio intracelular. Dentre 
eles podemos citar os canais de cálcio de membrana, que permanecem fechados 
quando ocorre hiperpolarização, como aquela, mediada pela abertura de canais 
de potássio (K+), como por exemplo os canais de potássio de alta condutância 
ativados por cálcio (BKCa) (JAGGAR 2001; WIER e MORGAN 2003). Isso reduz a 
entrada de cálcio para o meio intracelular e, por isso, resulta em relaxamento 
vascular. Baseados principalmente nesse mecanismo fisiológico de controle do 
tônus vascular, tanto abridores de canais de potássio como bloqueadores de 
canais de cálcio são utilizados (estes últimos com maior frequência) na clínica 
médica para o tratamento da hipertensão arterial.  
A liberação de cálcio do retículo endoplasmático, embora ainda não seja 
alvo de drogas utilizadas em humanos, também é um mecanismo crucial para a 
regulação da concentração de cálcio intracelular livre e, portanto, da contração 
celular e vascular. Em células do músculo liso vascular a liberação de cálcio 
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intracelular está envolvida, principalmente com dois canais: o 1,4,5-trifosfato de 
inositol (IP3) e os canais de rianodina (HADDOCK e HILL 2002). Esses canais 
funcionam como receptores para mediadores endógenos como o próprio IP3, ou 
ferramentas farmacológicas, como a cafeína no caso do receptor rianodina 
(WATRAS e BENEVOLENSKY 1987). As mudanças de resposta envolvendo 
cálcio intracelular podem ocorrer devido a alterações nos canais de cálcio 
intracelular, modificações no local de armazenamento do Ca+2 (retículo 
endoplasmático), ou ainda na Ca2+-ATPase envolvida na recaptação do cálcio do 
citoplasma (SERCA) (SEARLS et al. 2010). Além dos mecanismos dependentes 
da Ca2+-ATPase, outros mecanismos podem contribuir para o aumento da 
recaptação do cálcio no reticulo endoplasmático como por exemplo: i) alterações 
em proteínas de estocagem de cálcio do retículo endoplasmático como 
calreticulina e calsequestrina (NIKI et al. 1996; GU et al. 2008); ii) alterações na 
sinalização em condições de depleção do reticulo endoplasmático, o que leva a 
ativação de canais de cálcio na membrana plasmática (LIOU et al. 2005; ROOS et 
al. 2005).  O último processo mencionado tem a participação das moléculas de 
interação estromal 1 (STIM1) e Orai1. A STIM1 é uma proteína descrita como 
sensor de cálcio no retículo endoplasmático (LIOU et al. 2005) e a Orai1 é uma 
proteína que constitui os canais de cálcio ativados pela liberação de cálcio 
intracelular (PRAKRIYA et al. 2006). 
A importância e a participação do cálcio na hipertensão continuam sendo 
foco de um grande número de estudos pré-clínicos. Exemplos de estudos 
recentes incluem a demonstração de aumento do influxo de cálcio por canais de 
membrana voltagem dependentes (PINTEROVA et al. 2009), benefícios e efeitos 
deletérios do uso crônico de bloqueadores de canais de cálcio como o nifedipino 
em ratos espontaneamente hipertensos (ZEMANCIKOVA e TOROK 2009; 
PINTEROVA et al. 2010), e a redução da hiperpolarização mediada por canais de 
potássio de membrana como um mecanismo de aumento do influxo de cálcio na 
hipertensão espontânea (WESTON et al. 2010). Apesar disso, a existência de 
alterações na mobilização de estoques intracelulares de cálcio na hipertensão 
permanece controversa e pouco estudada. Por exemplo, Arii et al (1999) 
demonstrou que apesar da existência de aumento de influxo de cálcio por canais 
de cálcio, a liberação de cálcio intracelular pelo próprio cálcio não é alterada em 
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arteríolas de ratos espontaneamente hipertensos (ARII et al. 1999). Por sua vez, 
outros autores sugerem que a elevação de influxo de cálcio por canais de cálcio 
aumenta a captação intracelular desse íon, que é liberado em quantidades 
maiores após estímulos vasoconstritores, contribuindo para o aumento do tônus 
de artérias femorais de ratos hipertensos (NOMURA et al. 1997). Por sua vez, a 
principal especulação de um estudo publicado por Toyoda e colaboradores, 
usando artérias de resistência de ratos jovens espontaneamente hipertensos foi 
que, apesar do influxo aumentado de cálcio, o retículo endoplasmático dos vasos 
desses animais é capaz de armazenar quantidades maiores de cálcio, o que 
poderia impedir o aumento da pressão arterial nas primeiras semanas de vida 
desses animais (TOYODA et al. 1995). 
 Se por um lado o conhecimento acerca da importância dos mecanismos 
regulatórios de disponibilidade intracelular de cálcio em modelos de hipertensão 
parece confuso, por outro, quase nada foi avaliado com relação ao potencial 
envolvimento dessa via nas alterações cardiovasculares que podem ocorrer após 
a exposição prolongada a quantidades elevadas de sal. Um estudo isolado, 
publicado por Ashida e colaboradores, sugere que a aorta de ratos hipertensos do 
tipo sensíveis ao sal, quando expostos à dieta hipersódica, apresenta aumento na 
entrada de cálcio extracelular e alterações (não exploradas no estudo) na 
formação e liberação de reservas de cálcio intracelular (ASHIDA et al. 1992). 
Corroborando esse estudo, porém também sem explorar qualquer envolvimento 
de reservas intracelulares de cálcio, outros autores mostraram que ratos expostos 
à dieta high salt 8% durante 9 dias apresentam aumento no influxo de cálcio 
estimulado pela endotelina, mas não pela fenilefrina (SMITH et al. 2003). 
 
1.3 -  Dieta rica em sal x hipertensão 
Além dos mecanismos endógenos de controle da pressão arterial, outros 
fatores descritos como ambientais podem influenciar na manutenção dos níveis 
pressóricos. Por isso o Joint National Committee (JNC) on Prevention, Detection, 
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure dos Estados Unidos, em seu 
sétimo relatório recomenda que o tratamento farmacológico seja acompanhado de 
uma mudança no estilo de vida dos pacientes (CHOBANIAN et al. 2003). Essas 
recomendações do comitê norte americano corroboram com as orientações dadas 
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pela Sociedade Brasileira de Hipertensão em sua VI Diretrizes Brasileiras de 
Hipertensão Arterial (SBC/SBH 2010). De acordo com essas recomendações a 
primeira linha de tratamento para a pressão arterial elevada é a modificação do 
estilo de vida e fatores de risco como peso, atividade física, redução da ingesta de 
sal, consumo de álcool e tabagismo, dentre outros. 
Dentre estes fatores externos que podem influenciar a pressão arterial, a 
dieta elevada de sal tem se destacado como importante contribuinte no 
desenvolvimento da hipertensão. Muitos estudos epidemiológicos têm 
demonstrado uma correlação entre ingesta elevada de sal e aumento da pressão 
arterial em um percentual que varia de 30% a 50% dos casos de hipertensão 
(GRIM et al. 1980; ORLOV e MONGIN 2007). Já está bem demonstrado, através 
de estudos pré-clínicos, que excesso de sal provoca remodelamento vascular e 
aumento da massa do ventrículo cardíaco esquerdo, bem como maior incidência 
de acidentes vasculares cerebrais, independente da elevação dos níveis 
pressóricos (MUNTZEL e DRUEKE 1992; RAPP 2000; MENETON et al. 2005).  
Nesse contexto, em 2011, o Ministério da Saúde juntamente com Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) e a Associação Brasileira dos 
Supermercados (Abras) lançaram uma campanha com  objetivo de conscientizar 
a população sobre o consumo excessivo de sódio e as consequências para a 
saúde. A campanha que recebeu o nome de “Menos sal, sua saúde agradece” 
visa uma redução gradual da taxa de sódio para ser cumprida até 2012 e, depois, 
intensificada nos anos seguintes. A meta é atingir o consumo diário recomendado 
pela OMS até 2022, como parte do Plano de Ações Estratégicas para 
Enfretamento das Doenças Crônicas não Transmissíveis (DCNT). Segundo dados 
da Coordenação Geral de Alimentação e Nutrição do Ministério da Saúde, o 
consumo individual de sal nos domicílios brasileiros é de 12 gramas diários, o que 
representa mais do que o dobro da quantidade recomendada pela OMS que é, no 
máximo, 5 gramas por dia. A situação é preocupante principalmente entre os 
adolescentes onde a ingestão elevada de sódio foi observada em mais de 90% 
dos indivíduos com faixa etária entre 14 e 18 anos. São eles que mais consomem 
alimentos como pizza, embutidos, salgadinhos, macarrão instantâneo, biscoitos 
recheados e refrigerantes, considerados alimentos com alta concentração de 
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sódio e responsáveis, em grande parte, pelo excesso de sal na dieta dos 
brasileiros (Ministério da Saúde, 2012). 
De acordo com alguns autores a dieta high-salt pode levar ao 
desenvolvimento de hipertensão e complicações cardiovasculares por aumentar a 
concentração extracelular de sódio (Na+), cloreto (Cl-) e concentração e/ou 
osmolaridade extracelular de fluidos (ALDERMAN 2007). Um estudo recente 
demonstrou que ratos normotensos tratados com dieta high-salt 4% por 3 dias  
têm a produção basal de superóxido aumentada nas artérias mesentéricas. Os 
autores sugeriram que essa alteração contribui para o desenvolvimento do 
estresse oxidativo e, que isso pode estar relacionado com o aumento precoce da 
resistência vascular em modelos de hipertensão sensíveis ao sal e possível 
regulação da perfusão tecidual em indivíduos normotensos expostos a dieta high-
salt (ZHU et al. 2007). Corroborando esses dados, outros autores sugerem que a 
dieta elevada de cloreto de sódio (NaCl 7%) leva ao aumento da atividade 
oxidante, redução da disponibilidade de NO e redução da resposta dependente de 
endotélio em arteríolas do músculo esquelético de camundongos (NURKIEWICZ 
e BOEGEHOLD 2007).  
Estudos demonstraram que ratos Wistar tratados com dieta rica em sal 
(1,8%) durante 4 semanas tiveram elevação da pressão arterial e aumento da 
resposta à fenilefrina no leito vascular da cauda, porém não ocorreram alterações 
vasculares renais. De acordo com os autores a maior responsividade à fenilefrina 
é mediada pelo aumento da produção de angiotensina II devido ao aumento da 
atividade local da ECA, mas não está relacionada à disponibilidade de NO ou 
liberação de produtos derivados da cicloxigenase (COX) endotelial (DOS 
SANTOS et al. 2006).  Por outro lado, outros autores propõem que a ingesta de 
sal em grandes concentrações reduz a função do sistema cinina-calicreína renal e 
isto pode ser o elo entre a dieta high-salt e a hipertensão (KATORI e MAJIMA 
2006). 
Alguns trabalhos sugerem uma estreita relação entre a dieta elevada de sal 
e o SRAA. Um estudo realizado por Johansson e colaboradores indica que 
camundongos fêmeas knockout para ApoE (ApoE-/-) expostos a dieta high-salt 
(8%) não apresentam mudanças nos níveis pressóricos, somente propensão 
moderada ao desenvolvimento de aterosclerose. Entretanto a angiotensina II 
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combinada com a dieta rica em NaCl atuam sinergicamente e aceleram o 
desenvolvimento de aterosclerose em aorta torácica, concomitante com o 
aumento do estresse oxidativo (JOHANSSON et al. 2009).  
Frente a esses dados aqui apresentados e considerando que poucos 
estudos foram desenvolvidos utilizando ratos jovens saudáveis normotensos, 
objetivamos investigar as alterações cardiovasculares induzidas pela exposição 
ao excesso de sal desde as primeiras semanas de vida dos animais até a idade 
de adulto jovem. Nesse sentido, acreditamos que a compreensão das alterações 
e/ou fatores que possam contribuir para o aparecimento de doenças 
cardiovasculares e hipertensão seja crucial para a prevenção de tais patologias 

























II - HIPÓTESE 
O sal é um condimento utilizado pelos seres humanos há cerca de dez mil 
anos, com o objetivo de conservar os alimentos (TWARDOWSKI 2008). 
Atualmente, apesar de existirem formas mais modernas de conservação da 
comida o consumo de sal continua elevado, isso porque o ser humano passou a 
fazer uso do sal para melhorar o sabor dos alimentos. Dessa forma a população é 
exposta a quantidades elevadas de cloreto de sódio desde os primeiros meses de 
vida, quando recebe as primeiras “papinhas”, sendo que tal exposição pode se 
manter por toda a existência do indivíduo. Apesar dos esforços da comunidade 
científica em propor fatores que possam relacionar o aumento da pressão arterial 
ao excesso de sal ingerido, ainda não há explicações satisfatórias acerca das 
mudanças funcionais e moleculares ocorridas (KATORI e MAJIMA 2006), 
principalmente nos indivíduos que não são sensíveis ao sal, em termos de 
desenvolvimento de hipertensão. 
Levando em conta esses aspectos e a importância de uma melhor 
compreensão acerca dos efeitos do excesso de sal no sistema cardiovascular de 
indivíduos não sensíveis ao sal ou previamente hipertensos, hipotetizamos que a 
ingesta elevada de NaCl desde o desmame até a idade adulta é capaz de induzir 
alterações funcionais e moleculares no sistema cardiovascular, como por exemplo 
maior atividade da via RhoA/ROCK, o que por sua vez influencia a via do cálcio. 
Idealizamos ainda que essas alterações podem preceder um quadro de 
hipertensão. Se nossa hipótese estiver correta esses achados podem vir a ser um 
dos primeiros passos para o desenvolvimento de terapias inovadoras para a 
hipertensão, ou até mesmo para a implementação de estratégias que visem 







III - OBJETIVOS 
3.1 - Objetivo geral 
Investigar as possíveis alterações cardiovasculares ocorridas em ratos 
normotensos expostos a uma dieta elevada de cloreto de sódio (high-salt) e 
avaliar quais as principais vias de sinalização que estão envolvidas nas prováveis 
respostas modificadas. 
 
3.2 - Objetivos específicos 
• Avaliar os níveis pressóricos de ratos expostos à dieta com altas 
concentrações de NaCl; 
• Verificar a responsividade vascular dos animais high-salt a agentes 
vasoconstritores e vasodilatadores in vivo e in vitro; 
• Investigar a atividade da ECA no plasma de ratos high-salt;  
• Avaliar os níveis plasmáticos de angiotensina II e aldosterona em ratos 
expostos a dieta high salt; 
• Verificar a expressão de receptores para angiotensina II (AT1 e AT2) em 
aorta de ratos high salt; 
• Investigar as alterações de volume e eletrólitos urinário induzidas pela dieta 
com altas concentrações de NaCl; 
• Avaliar a funcionalidade da via RhoA/ROCK em aorta e mesentéricas de 
resistência; 
•  Verificar a translocação/ativação da RhoA em aorta de ratos expostos a 
dieta com excesso de sal; 
• Investigar a atividade da miosina fosfatase através da fosforilação da 
MYPT1; 
• Avaliar a ativação da MLC em aorta isolada de ratos high salt; 
• Verificar a funcionalidade dos canais de cálcio extra e intracelulares em 
aorta e mesentéricas de resistência; 
• Verificar o influxo de cálcio em células de músculo liso vascular de animais 
expostos à dieta com excesso de sal; 
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• Investigar a liberação de cálcio do retículo endoplasmático através dos 
receptores IP3 e de rianodina; 
• Verificar a recaptação de cálcio do citosol para o retículo endoplasmático 
através da Ca2+-ATPase (SERCA); 
• Avaliar a expressão de proteínas importantes no processo contrátil, como 
por exemplo, calmodulina, quinase dependente da Ca2+/calmodulina 
















IV – MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 - Drogas 
Para a execução dos protocolos experimentais foram utilizadas as 
seguintes drogas e sais: angiotensina I, angiotensina II, bradicinina, hipuril-L-
histidil-L-leucina (Hip-His-Leu), acetilcolina, fenilefrina, nitroprussiato de sódio, 
composto Y-27632, cafeína, inibidores de proteases, ortovanadato de sódio, 
fluoreto fenilmetanesulfonil (PMSF), papaína, colagenase I, elastase e Dl-
ditiotreitol (DTT) comprados da Sigma Chemical (St Louis, MO, USA). O 
Reagente de extração de proteína do tecido (T-per) e o anticorpo anti-Ca2+-
ATPase tipo 3 (SERCA3) foram adquiridos da Thermo Fischer Scientific 
(Rockford, IL, USA). Tampão tris-HCl, tampão tris-glicina, glicina, persulfato de 
amônia (APS), N,N,N′,N′-tetrametiletilenediaminaTEMED), dodecil sulfato de sódio 
(SDS), albumina sérica bovina, leite sem gordura (Milk) e acrilamida foram 
comprados de Bio-rad Lobaratories (Hercules, CA, USA). Os anticorpos anti-
angiotensina I e II foram fabricados pela Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 
California, USA).  Os anticorpos para RhoA, ROCKII, ROCKI, cadeia leve de 
miosina (MLC),  cadeia leve de miosina fosforilada (pMLC), calmodulina (CAM), 
proteína quinase dependente de Ca2+-camodulina II (CAMKII),  Ca-ATPase tipo 2 
(SERCA2) e receptor trifosfato de inositol (IP3) foram adquiridos da Cell Signaling 
Technology (Danvers, MA, USA). O anticorpo anti-RhoE foi comprado da Millipore 
Corporation (Billerica, Ma, USA). Os anticorpos para rianodina, quinase de cadeia 
leve de miosina (MLCK) e fosfolambam foram adquiridos da Abcam (Cambridge, 
MA, USA). Os anticorpos para STIM1 e ORAI1 foram adquirido da ProSci 
Incorporated (Poway, CA, USA). Os sais utilizados para o preparo das soluções 
nutritivas (PSS - solução salina fisiológica e KCl) foram adquiridos da Merck 
KGaA (Darmstadt, Alemanha). As soluções estoque de bradicinina, angiotensina I 
e II foram dissolvidos em ácido clorídrico (HCl 0,1 N) e diluídos em solução salina 




4.2 - Animais 
Foram utilizados ratos Rattus norvegicus (variedade Wistar) machos, com 
21 dias de idade no início do tratamento que foi mantido por 45 dias. Os 
experimentos onde avaliamos a pressão arterial em ratos anestesiados, com 
aorta isolada, diurese, níveis de ECA e aldosterona foram realizados com ratos 
fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal 
do Paraná. Os demais protocolos foram realizados com ratos adquiridos da 
Harlan Laboratories (Indianapolis, IN, USA). Até a realização dos experimentos, 
os animais tiveram livre acesso à água e ração. A temperatura ambiente foi 
mantida em 22 ± 2 oC e o ciclo claro/escuro de 12 horas.  
O estudo foi desenvolvido usando quatro diferentes grupos experimentais. 
O primeiro grupo, denominado controle, recebeu ração comercial padrão 
contendo quantidade regular de cloreto de sódio (0,27%). Os outros três grupos 
foram expostos a ração contendo 2, 4 ou 8% de NaCl. A exposição à dieta com 
concentrações elevadas de NaCl iniciou-se no dia do desmame dos animais (21 
dias de idade) e foi mantida por 6 semanas, quando os experimentos foram 
realizados. A ração ou farelo utilizado na preparação da dieta high salt foram 
adquiridos da Nuvital®, (Curitiba, PR, Brasil) ou Teklad Global Diets®, 
(Indianapolis, IN, USA).  Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê 
de Ética para Uso de Animal do Setor de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Paraná (autorização número 345) ou pelo comitê local da Georgia 
Health Sciences University (autorizações número 2009-0226; 2009-0227 e 2011-
0353). 
 
4.3 - Registro direto da pressão arterial em ratos anestesiados 
Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 
mg/kg), administrada pela via intramuscular e suplementada a intervalos de 45-60 
minutos. Após a fixação do animal em decúbito ventral, a veia femoral esquerda 
foi localizada e dissecada para inserção de uma agulha conectada a um cateter 
de polietileno (PE 10), destinado à administração das drogas e soluções 
empregadas neste estudo. Imediatamente após a canulação da veia femoral, 30 
UI de heparina, diluída em solução salina, foi administrada para prevenir coágulos 
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e obstrução das cânulas. Todos os animais foram submetidos à traqueostomia e 
mantidos sob respiração espontânea. A artéria carótida esquerda de cada animal 
foi localizada e cuidadosamente isolada do nervo vago e tecidos adjacentes. Com 
auxílio de linha de sutura, o fluxo sanguíneo da artéria carótida foi interrompido na 
altura de sua extremidade distal, enquanto o fluxo em sua extremidade proximal 
foi temporariamente suprimido pela compressão com uma pinça curva. Utilizando-
se uma tesoura oftalmológica, um pequeno corte foi realizado na região medial da 
porção da artéria carótida clampeada, servindo como via para inserção de um 
catéter de polietileno (PE 20), devidamente heparinizado, que foi firmemente 
conectado à artéria. Os registros de pressão arterial foram obtidos por meio de 
transdutores de pressão acoplados a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, 
MacLab ADI Instruments, Austrália), conectados a um computador Macintosh com 
software de integração (Chart v 4, PowerLab/MacLab, AD Instruments, Austrália). 
Ao final dos experimentos, todos os animais foram mortos por uma overdose de 
tiopental (superior a 40 mg/Kg por via intravenosa - i.v.).  
 
4.4 - Registro indireto da pressão arterial sistólica em ratos acordados 
A pressão arterial sistólica em animal acordado foi avaliada utilizando o 
método de captação de pressão na cauda (tail cuff). A mensuração foi feita de 
forma não invasiva através da determinação do volume de sangue da cauda com 
um sensor que registrou o volume após a oclusão feita com uma braçadeira. O 
sensor estava acoplado a um computador com software que fez o registro da 
pressão arterial sistólica (CODA System, Kent Scientific, Torrington, CT, USA). 
Esses experimentos foram conduzidos em sala com temperatura ambiente de 26-
28 °C.  
 
4.5 - Avaliação da diurese dos animais high-salt 
Para determinação da diurese o protocolo foi adaptado de Kau e 
colaboradores (KAU et al. 1984). O volume de excreção urinária acumulado 
durante 8 horas (das 8:00 as 16:00 horas) foi coletado e calculado em relação ao 
peso corporal e expresso como ml/100 gramas de peso do animal. O pH foi 
determinado em amostras frescas de urina, utilizando um pHmetro (modelo PG 
2000, Gehaka, São Paulo, Brasil). A densidade foi avaliada pelo peso da amostra 
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em balança analítica (modelo FA-2104N, Bioprecisa, Curitiba, Brasil) em relação 
ao volume mensurado com o auxilio de micropipetas. Em seguida a urina foi 
filtrada e armazenada a -20 oC para posterior quantificação de sódio e potássio.  
 
4.6 - Registro das alterações vasculares de aorta e pequenas artérias 
mesentéricas isoladas de rato 
Os ratos foram anestesiados com uma mistura de xilazina e cetamina 
(20/100 mg/kg)  por via intramuscular para a retirada da aorta. Para remoção da 
artéria mesentérica os animais foram anestesiados com isoflurano por via 
inalatória.  A aorta torácica descendente e/ou a artéria mesentérica de segunda 
ordem2
                                            
2 As artérias mesentéricas fornecem aporte sanguíneo para o intestino delgado.  É 
constituído pela artéria mesentérica superior que se ramifica em artérias de primeira ordem, 
segunda ordem (15 a 25 µm) e terceira ordem. 
 foi retirada, tendo seu tecido conectivo removido. Em seguida, o vaso foi 
seccionado em anéis medindo aproximadamente quatro (aorta) ou três 
(mesentérica) milímetros de comprimento. Esses anéis foram acondicionados, 
através de hastes conectadas a transdutores, em cubas contendo solução 
nutritiva PSS (concentração em mmol/L: NaCl 130.3, KCl 4.7, CaCl2·2H2O 1. 6, 
KH2PO4 1.18, MgSO4 1.17, glicose 5.5, NaHCO3 14.9), aerados com carbogênio 
(95% O2/5% CO2), mantidos em temperatura de 37 °C e submetidos a tensão de 
3 gramas (29,5 mN para aorta) ou 2.5 mN, que equivale a aproximadamente 0,25 
g em preparações de mesentérica. Foi adotado um intervalo de uma hora com 
trocas da solução nutritiva a cada 15 min, para estabilização das preparações. 
Após esse período, as preparações foram contraídas com solução de cloreto de 
potássio (KCl – 120 mmol/L). Meia hora depois, foi induzida nova contração por 
fenilefrina (1 µM, aorta; 10 µM, mesentérica), seguida de adição de acetilcolina (1 
µM; aorta; 10 µM, mesentérica), para obtenção de relaxamento, o qual indicou a 
presença de endotélio funcional ou ausência do mesmo. Para remoção do 
endotélio os anéis de aorta foram levemente friccionados e os vasos da artéria 
mesentérica tiveram um fio de cabelo introduzido em seu lúmen para a completa 
retirada da parede endotelial sem lesão da camada muscular lisa. 
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Os registros para aorta foram obtidos por meio de transdutores isométricos 
(modelo TRI 210 da Letica Scientific Instruments, Espanha), acoplados a um  
amplificador de sinais conectado e computador com software de integração (Chart 
v 4.0, MacLab, AD Instruments, Austrália). Para avaliação das mudanças de tônus 
da artéria mesentérica foi usado miógrafo (Danish MyoTechnology, Dinamarca), 
também acoplado a um amplificador e computador com software de integração 
(Chart v 7.0, PowerLab AD Instruments, Austrália). 
 
4.7 - Dosagens e ensaios 
 
4.7.1 - Determinação de nitrato/nitrito sérico (NOx) 
 As amostras, previamente coletadas e centrifugadas para separação do 
plasma, foram desproteinizadas com sulfato de zinco diluído 1:1 em água Milli-Q. 
Para a conversão do nitrato a nitrito as amostras de plasma foram incubadas a 37 
ºC durante 2 horas em presença da nitrato redutase expressa em E. coli. Após o 
período de incubação as amostras foram centrifugadas para a remoção da 
bactéria. Em seguida, 100 μl do sobrenadante foram misturados com o mesmo 
volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de ácido 
fosfórico/0,1% de alfa-naftil-etilenodiamina em água Milli-Q) e colocados em 
placas de 96 poços para leitura a 540 nm em leitor de placas. Curvas padrão de 
nitrito e nitrato (0 a 150 μM) foram realizadas simultaneamente. 
 
4.7.2 - Avaliação dos níveis plasmáticos de angiotensina II e aldosterona 
 As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo ácido 
etilenodiamino tetra-acético (EDTA 7,5%) e imediatamente submetidas à 
centrifugação (3300 rpm por 30 minutos) refrigerada (4 oC). O sobrenadante (2 ml) 
foi submetido à colunas de passagem contendo 1 ml de etanol e 1 ml de água e 
acondicionado em tubo siliconizado de baixa retenção (Fisher scientific, Hanover 
Park, IL, EUA),  para que a angiotensina II não ficasse aderida a parede do tubo. 
Em seguida foi adicionado 500 µl de metanol e levado para centrifugação a vácuo 
para o isolamento da angiotensina II. A quantificação dos níveis de angiotensina II 
no plasma foi determinada utilizando kit de imunoensaio enzimático comercial 
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(ELISA – Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay: Cayman Chemical Company).   
A aldosterona sérica foi mensurada por teste imunoenzimático (ELISA –: Immuno-
Biological Laboratories, Inc) realizado por laboratório de análises clínicas 
terceirizado. 
 
4.7.3 - Ensaio para quantificação da atividade da ECA 
A atividade da ECA foi determinada utilizando soro obtido a partir dos 
animais pré-tratados. A metodologia empregada foi a fluorimetria indireta descrita 
por Santos (SANTOS et al. 1985). A atividade da ECA plasmática foi determinada 
pela quantificação do dipeptídeo L-Histidil-L-Leucina (HIS-LEU) formado após a 
hidrólise de um substrato tripeptídico sintético, Hispuril-L-Histidil-L-Leucina (Hip-
His-Leu) pela ECA plasmática. Ao dipeptídeo His-Leu formado é acoplada uma 
substância fluorescente, o orto-ftaldialdeído, sendo a fluorescência resultante 
quantificada em espectrofluorímetro. 
O sangue foi coletado em tubos de vidro e a porção plasmática separada 
por centrifugação (2000 rpm por 15 minutos) e congeladas a 20 oC até a 
realização do ensaio. Para o teste, 10 µl do plasma foram incubados com 490 µl 
da solução do ensaio contendo o peptídeo Hip-His-Leu (5 mM) em tampão borato 
de sódio (0.4 M), pH 8,3 e cloreto de sódio (0,9 M) a 37 oC por 15 minutos. A 
reação foi interrompida pela adição de 1,2 ml de hidróxido de sódio (NaOH; 0,34 
N). O produto His-Leu foi mensurado usando um fluorímetro (365 nm de excitação 
e 495 nm de emissão – Aminco Model J4-7461 Fluoromonitor, American 
Instrument Co. Silver Springs, MD, USA) depois da adição de 100 µl de o-
ftaldialdeido (20 mg/ml) em metanol. Depois de 10 minutos foi adicionado 200 µl 
de HCl 3 N e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente.  A 
fluorescência intrínseca do plasma foi mensurada no tempo zero em amostras 
preparadas pela adição de plasma depois do tratamento com NaOH. Todas as 







4.7.4 -  Western blot 
 Os animais dos grupos controle ou high-salt foram anestesiados com 
isoflurano por via inalatória e a aorta foi removida e processada seguindo a 
metodologia descrita por LEAL et al. (2002). As artérias aortas foram pulverizadas 
e transferidas para tubos com tampão de lise (HEPES 10 mM pH de 7,9), 
contendo: 1,5 mM de MgCl2, 10 mM de KCl, 0,5 mM de fluoreto de 
fenilmetilsulfonil (PMSF), 0,5 mM de ditiotreitol, 50 mM de NaF, 2 mM de Na3VO4 
e 10 µg/ml de aprotinina), para obtenção do extrato. O homogenato foi 
centrifugado a 10000 rpm por 30 min e o sobrenadante separado como a fração 
citosólica das preparações. A determinação da concentração de proteínas das 
amostras foi realizada pelo método de albumina bovina sérica (BSA) de acordo 
com as instruções fornecidas pelo fabricante (Bio-rad laboratories, Inc., Hercules, 
CA). As amostras obtidas (40 µg de proteína por poço) foram submetidas à 
eletroforese em gel desnaturante e SDS-poliacrilamida e transferidas para 
membrana de fluoreto de polivinilideno. Após a transferência, a membrana foi 
bloqueada e posteriormente incubada com anticorpo policlonal para a RhoA 
(1:500), RhoE (1:250), ROCKI (1:500), ROCKI (1:500), AT1 (1:150), AT2 (1:150), 
MYPT1 (1:500), pMYPT1 (1:500), MLC (1:1000), pMLC (1:800) (1:500), MLCK 
(1:250), CAM (1:250), CAMKII (1:250), fosfolambam (1:250), STIM1 (1:1000), 
ORAI (1:1000), IP3 (1:500), RyR (1:500), SERCA2 (1:500) ou SERCA3 (1:500) 
over night (14 a 16 horas) a 4 oC. A visualização das proteínas foi realizada 
utilizando anticorpo secundário específico conjugado a peroxidase e as bandas 
imunorreativas foram visualizadas usando-se um kit de quimioluminescência 
(ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra) e um sistema de aquisição de 
imagem (FluorChem® HD2 Imaging System, Alpha Innotech Corp., CA, USA). As 
bandas foram quantificadas por densitometria (utilizando o UN-SCAN-IT gel 
software, Silk Scientific, Inc. Utah, USA).  
 
4.7.5 -  Separação das organelas celulares para ensaio de Western blot 
 As aortas previamente coletadas foram pulverizadas e transferidas para 
tubos contendo tampão de lise. Para o preparo do tampão foram utilizados tris-
HCl (pH 7,5), EDTA (1 mM), ácido etilenoglicol treta-acético (EGTA; 1 mM), 
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (0,5 mM), NaCl (150 mM), Na3VO4 (2 mM) e 
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inibidores de protease (10 µg/ml). Em seguida foram centrifugadas a 3000 g por 
30 minutos para extração do núcleo celular. O sobrenadante (porção que 
contendo membrana e citosol) foi transferido para tubos e centrifugados a 60.000 
rpm por 45 minutos (ultracentrifugação).  Em seguida, o sobrenadante contendo o 
citosol foi transferido para outro tubo ao qual foi adicionado ácido acético glacial 
(pH 4,5) e centrifugado novamente (15000 g por 20 minutos). Após esse processo 
o sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspendido com PBS. O pellet 
gerado na ultracentrifugação (porção da membrana celular) foi ressuspendido 
com tampão RIPA e centrifugado a 15000 g por 20 minutos. O sobrenadante 
contendo a membrana celular foi retirado. Ambas as porções, citosol e membrana 
foram utilizadas separadamente para quantificação das proteínas e ensaio do 
Western blot, (para verificar a expressão e translocação da RhoA) conforme 
descrito no item anterior.  
 
4.8 - Mensuração da liberação de cálcio intracelular em células isoladas de 
aorta de ratos expostos a dieta high salt 
Para esse experimento a artéria aorta foi removida, limpa e imersa 
imediatamente em 10 ml de solução enzimática, contendo colagenase tipo 1 (0.2 
mg/ml), elastase tipo 1 (0.075 mg/ml), albumina (1 mg/ml), inibidor de tripsina (0.2 
mg/ml) e DL-ditiotreitol (0.2 mg/ml), dissolvidos em PSS com baixa concentração 
de cálcio (0,16 mM).  Os anéis de aorta foram mantidos nessa solução em tubo 
aerado com oxigênio e aquecimento de 36,5 oC por 40 minutos. Ao final desse 
período os anéis foram removidos e imersos em 5 ml de outra solução, contendo 
papaína (1.2 mg/ml), DL-ditiotreitol (0.54 mg/ml) e albumina (4 mg/ml), onde foram 
mantidos por 30 minutos, sob oxigenação e aquecimento. Em seguida os tecidos 
foram retirados da solução enzimática e lavados de 5 a 6 vezes com solução 
nutritiva com baixa concentração de cálcio. Na sequência foram acondicionados 
em tubo com 2 ml de meio de cultura (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino 
e gentilmente agitado com auxilio de uma pipeta.  Após esse procedimento 500 µl 
da solução foi adicionada a 25 µl de fura 2-acetoximetil ester (Fura 2-AM) 
(previamente preparada na concentração de 200 µg/ml) e mantida por uma hora 
em temperatura ambiente, protegida de luz. Para interromper a reação o tubo 
contendo a preparação foi imerso em recipiente contendo gelo. Em seguida uma 
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alíquota da suspensão de células (50 µl) foi transferida para a câmara de perfusão 
(Warner Instrument, Hamden, CT) e mantida por 5 minutos para na aderência das 
células a lâmina. A câmara foi montada em microscópio de fluorescência invertida 
(Nikon Diaphot) com filtro para cálcio, devidamente conectado a um computador 
com software específico para leitura. Durante a mensuração a preparação foi 
perfundida a uma taxa de 25 µl/minuto. Foi avaliada a diferença (delta) entre a 
quantidade de cálcio intracelular livre e cálcio ligado durante o estado de repouso, 
liberação sob estímulo com trifosfato de adenosina (ATP; 100 µM) e a recaptação 
de cálcio para o retículo endoplasmático. Pelo menos 3 células de cada aorta 
foram avaliadas para que a leitura fosse considerada válida. 
 
4.9 - PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS in vivo E in vitro 
4.9.1 - Avaliação da pressão arterial sistólica 
A medida da pressão arterial sistólica (PAS) indireta foi realizada pelo 
método de tail cuff previamente descrito. Para isso, os animais foram transferidos 
para a sala de experimentação uma hora antes do início dos procedimentos para 
devida ambientação. Após esse período foram acondicionados em tubos acrílicos 
de contenção e acomodados sobre placa aquecida, para manter a temperatura 
corporal. Respeitado um intervalo de 10 minutos para adaptação do animal ao 
procedimento, o sensor, previamente calibrado, foi colocado na região proximal 
da cauda, para obtenção dos valores da PAS. Foram realizadas 16 medidas por 
animal em cada avaliação. A partir da segunda semana de tratamento os animais 
passaram pela mensuração da pressão arterial semanalmente. Os valores obtidos 
foram comparados entre os diferentes grupos.  
 
4.9.2 - Avaliação da diurese dos animais high-salt 
Os animais foram acondicionados em gaiolas metabólicas com livre acesso 
a água durante todo o experimento. Para a realização desse protocolo foi retirada 
a ração para que os sais presentes na mesma não influenciassem na 
quantificação de eletrólitos urinários. As coletas de urina foram efetuadas após 1, 
2, 4, 6 e 8 horas de acondicionamento. Ao final do experimento foi avaliado o 
volume, pH e densidade das amostras. As concentrações de Na+ e K+ foram 
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mensuradas utilizando um fotômetro de chama (Jenway Corp. modelo PFP7). O 
instrumento foi calibrado com solução padrão contendo diferentes concentrações 
de sódio e potássio e a leitura das amostras (previamente diluídas em água 
destilada 1:200) foi feita sob comprimento de onda especifica (Na+ 589 nm e K+ 
768 nm) gerando medidas em mmol/L. 
 
4.9.3 - Investigação da responsividade vascular de animais high-salt a 
agentes vasoconstritores e vasodilatadores in vivo 
Para verificar a reatividade vascular às drogas vasodilatadoras ou 
vasoconstritoras in vivo, os animais passaram pelo procedimento cirúrgico e 
introdução dos cateteres conforme descrito no item 4.3 Após período de 
estabilização da pressão arterial os animais receberam doses de fenilefrina, 
bradicinina, nitroprussiato de sódio, acetilcolina (3, 10 e 30 nmol/kg) angiotensina 
I ou angiotensina II (3, 10 e 30 pmol/kg) pela via intravenosa. As administrações 
foram feitas com intervalos de pelo menos 15 minutos entre cada dose, podendo 
variar de acordo com a droga testada. A ordem de administração também foi 
alternada para comprovar que o efeito observado era oriundo de cada dose e não 
da ação cumulativa da droga ou dessensibilização à mesma. 
 
4.9.4 - Relaxamento induzido por acetilcolina e nitroprussiato de sódio 
Depois do procedimento descrito no item 4.6, as preparações foram 
lavadas e após um novo intervalo para estabilização, as artérias foram contraídas 
novamente com fenilefrina e, na fase tônica da contração, foram adicionadas 
concentrações cumulativas de acetilcolina (100 pM a 100 μM).  Nas artérias 
mesentéricas testamos também o efeito vasorrelaxante induzido por 
concentrações cumulativas de nitroprussiato de sódio (1 nM a 100 μM). Os 
resultados obtidos em artérias de animais high-salt foram comparados com as 
respostas mensuradas em vasos provenientes de animais controle (que 




4.9.5 - Resposta constritora produzida por fenilefrina, angiotensina I e 
angiotensina II in vitro 
Após verificação do endotélio e intervalo de uma hora, foi avaliada a 
resposta dependente da concentração cumulativa de fenilefrina, angiotensina I ou 
angiotensina II, (todas em concentrações entre 1 nM a 100 μM) em anéis de 
aorta. As artérias mesentéricas também foram expostas às mesmas 
concentrações de fenilefrina.  
 
4.9.6 - Avaliação do efeito da inibição da via RhoA/ROCK em anéis de aorta e 
pequenas artérias mesentéricas de animais high-salt 
Passado o intervalo de estabilização e feita a verificação da integridade do 
endotélio vascular, os anéis de artéria aorta ou mesentérica foram expostos a 
concentrações cumulativas de fenilefrina (1 nM a 30 μM) na ausência ou na 
presença do composto Y-27632 (inibidor da ROCK). O inibidor da ROCK foi 
incubado nas concentrações de 1, 3 ou 10 μM na preparações de aorta sem 
endotélio (E-). Também testamos a concentração de 1 µM em anéis de aorta com 
endotélio (E+) preservado. Nos anéis de pequenas artérias mesentéricas com 
endotélio o composto Y-27632 foi incubado nas concentrações de 1, 3, 10, 30 ou 
50 μM. O tempo de incubação em ambos os vasos foi de 15 minutos antes da 
adição da primeira concentração de fenilefrina. As respostas foram comparadas 
entre os grupos controle e high-salt com e sem o composto Y-27632.  
 
4.9.7 - Avaliação dos efeitos da dieta high salt no influxo de cálcio  
Para a avaliação dos efeitos diretos do CaCl2, foi utilizado o protocolo 
experimental descrito (RATTMANN et al. 2005). Inicialmente os tecidos (artérias 
aorta e mesentéricas) foram contraídos com cloreto de potássio (KCl 120 mM), 
para determinação da contração máxima dos mesmos. Após 30 minutos foi feita a 
confirmação da ausência do endotélio vascular. Em seguida, a solução nutritiva 
PSS foi substituída por Krebs despolarizante sem cálcio (60 mM) e após uma 
hora os tecidos foram expostos a concentrações cumulativas crescentes de 
cloreto de cálcio (CaCl2 10 μM a 100 mM).  
36 
 
4.9.8 - Investigação dos efeitos da dieta high salt na mobilização de cálcio 
intracelular 
Para avaliar a liberação de cálcio intracelular do retículo endoplasmático, 
utilizamos o protocolo experimental descrito por (RATTMANN et al. 2005). Após 
verificar capacidade contrátil dos tecidos em resposta à alta concentração de 
cloreto de potássio (KCl 120 mM), foi confirmada a ausência do endotélio 
vascular. Passados 45 minutos a solução nutritiva de Krebs foi substituída por 
Krebs sem cálcio com EGTA. Depois de 15 minutos foi adicionado fenilefrina (1 
μM) ou cafeína (1 mM – aorta; 20 mM - mesentérica) e observada a resposta 
máxima do tecido. O mesmo protocolo foi repetido na presença de tapsigargina (1 
µM, previamente incubada por 15 minutos), um inibidor da recaptação de cálcio 
para o retículo endoplasmático através da Ca2+-ATPase. A análise foi feita 
comparando a contração obtida em artérias oriundas de ratos controle com a 
resposta contrátil obtida de animais high salt.  
 
 
4.10 - Análise dos resultados e testes estatísticos 
Os dados foram apresentados de acordo com o programa GraphPad Prism 
5.00. Os resultados foram expressos com média ± erro padrão das médias de 6 a 
8 experimentos. A análise estatística dos resultados para a comparação entre os 
grupos foi realizada através da análise da variância de uma via (ANOVA) ou 
análise da variância de duas vias seguidas pelo teste t de Bonferroni. Quando 











V – RESULTADOS 
 
5.1 - Ausência de efeito da dieta com altas concentrações de cloreto de 
sódio na pressão arterial de ratos anestesiados e acordados 
 A pressão arterial media (PAM) registrada, sob anestesia, em animais do 
grupo controle (depois de 20 minutos de estabilização e antes da administração 
de qualquer droga) foi 82.4 ± 4.2 mm Hg. Não foram encontradas diferenças na 
PAM dos grupos expostos a dieta high salt (2, 4 e 8%). De modo semelhante, a 
pressão arterial sistólica (PAS) e diastólica (PAD) se mantiveram sem alterações, 
assim como a frequência cardíaca (Tabela 3). 
 
 
Tabela 3 – Pressão arterial e frequência cardíaca de ratos anestesiados 
previamente expostos à dieta high salt ou padrão. 
Grupo PAS (mm Hg) PAD (mm Hg) PAM (mm Hg) Frequência (bpm) 
Controle 101,3 ± 4,0 68,4 ± 4,8 82,4 ± 4,2 227,1 ± 21,7 
NaCl 2% 94,8 ± 3,9 58,5 ± 3,9 73,6 ± 3,5 203,7 ± 15,5 
NaCl 4% 101,9 ± 1,9 63,2 ± 3,5 78,3 ± 2,6 220,4 ± 10,7 
NaCl 8% 107,2 ± 3,4 63,5 ± 5 80,5 ± 4,6 202,0 ± 18,3 
Os valores referem-se aos dados obtidos antes da administração de drogas. PAS: 
pressão arterial sistólica; PAD: pressão arterial diastólica; PAM: pressão arterial 
média. Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 8 a 10 
animais cada grupo.  
 
 
Através do método indireto (pressão de cauda) foi verificada a PAS dos 
grupos (controle e NaCl 4%) semanalmente e ambos apresentaram níveis basais 
semelhantes (Figura 2).  
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Figura 2: Avaliação semanal da pressão arterial sistólica em animais 
acordados. Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 15 
animais por grupo. A análise estatística entre os grupos foi realizada através da 
Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Não 
foram encontradas diferenças estatisticamente significantes. 
 
 
5.2 - Responsividade à acetilcolina e nitroprussiato de sódio, in vivo, 
induzida por dieta hipersódica 
Apesar da dieta enriquecida com cloreto de sódio não ter induzido 
hipertensão em nenhum dos grupos, buscamos investigar se a responsividade a 
agentes vasodilatadores poderia estar alterada. O efeito vasodilatador induzido 
pela acetilcolina (ACh) foi diminuído nos animais expostos a dieta NaCl 4 e 8%. A 
ACh na dose de 10 nmol/kg reduziu a PAM em 45,2 ± 3,5 mm Hg nos animais 
controle (Figura 3A). Enquanto ratos expostos a dieta NaCl 4 e 8% tiveram 
resposta hipotensora de 33, 8 ± 4,0 e 28,0 ± 0,9 mm Hg, respectivamente (Figura 
3C e 3E). Apesar destes resultados a duração do efeito induzido ACh não foi 
alterada (Figura 3B, D e F). O doador de óxido nítrico, nitroprussiato de sódio, 
























































































































Figura 3: Redução do efeito da acetilcolina na pressão arterial média de 
ratos high salt  anestesiados. Alterações produzidas na PAM de ratos dos 
grupos controle, NaCl 2% (A), NaCl 4% (C) e NaCl 8% (E) pela acetilcolina (3, 10 
e 30 nmol/kg i.v.). Os painéis B, D e F  representam o tempo que a pressão 
arterial levou para retornar aos níveis basais nos mesmos grupos experimentais 
citados.  Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 6 animais 
em cada grupo. A análise estatística foi realizada usando o Análise de Variância 


















































































































Figura 4: Ausência de alterações no efeito hipotensor do nitroprussiato de 
sódio em ratos anestesiados submetidos à dieta high salt. Alterações 
produzidas na PAM (mm Hg) de ratos controle, NaCl 2% (A), NaCl 4% (C) e NaCl 
8% (E) com a administração intravenosa de nitroprussiato de sódio (3, 10 e 30 
nmol/kg). Os painéis B, D e F representam o tempo que a pressão arterial levou 
para retornar aos níveis basais nos mesmos grupos experimentais citados. Os 
resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média de 
experimentos realizados com 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi 
feita através ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Não foram 





5.3 - Ratos expostos à dieta high salt tem redução de nitrito/nitrato sérico 
(NOx) 
 A análise dos níveis de NOx revelou uma redução nos níveis de 
nitrito/nitrato no plasma de ratos do grupo NaCl 8%. O soro oriundo de animais 
dos grupos NaCl 2% e 4% não teve alteração na quantidade de NOx (Figura 5). 
  





















Figura 5: Níveis de NOx sérico em animais expostos a dieta high salt. Os 
níveis de nitrito/nitrato (NOx) fori mensurado em amostras coletadas dos grupos 
controle, NaCl 2, 4 e 8%. A letra C representa o grupo controle. Os resultados são 
apresentados como a média ± erro padrão da média de 10 animais cada grupo. A 
análise estatística foi feita usando ANOVA de uma via  seguida pelo teste de 
Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle. 
 
 
5.4 - Responsividade das artérias aorta e mesentérica à ACh e ao 
nitroprussiato de sódio  
 Devido aos resultados anteriores, avaliamos se a hiporesponsividade à 
ACh também ocorre em vasos isolados. Porém, o efeito vasorrelaxante induzido 
por este agonista muscarínico não foi modificado nos anéis de vasos de 
condutância – aorta (Figura 6A) e nem nos vasos de resistência – mesentérica 
(Figura 6B). Da mesma forma, a ação do nitroprussiato de sódio nas artérias 























































Figura 6: Relaxamento induzido pela administração cumulativa de 
acetilcolina ou nitroprussiato de sódio em anéis de artérias aorta ou 
pequenas artérias mesentéricas. Curva concentração-resposta para acetilcolina 
em artéria aorta de ratos controle, NaCl 2, 4 e 8% (A). Relaxamento induzido pela 
acetilcolina em artérias mesentéricas de ratos controle e NaCl 4% (B). Curva 
concentração resposta induzida por nitroprussiato de sódio em artérias 
mesentéricas (C). Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 
vasos de 6 animais por grupo. A análise estatística foi feita por ANOVA de duas 











5.5 - Aumento da responsividade à angiotensina I e II em ratos expostos à 
dieta high salt 
A administração de angiotensina I elevou a PAM dos animais de forma 
dependente da dose que não foi alterado no grupo NaCl 2%, mas aumentou em 
animais que receberam ração com NaCl 4 e 8% (Figuras 7A, D e E). Por exemplo, 
a dose intermediária de angiotensina I utilizada em nossos experimentos (10 
pmol/kg) elevou a PAM em 53,1 ± 5,8 e 55,5 ± 5,8 mm Hg nos animais tratados 
com NaCl 4 e 8% e 29,5 ± 2,8 mm Hg no grupo controle. Embora ratos 
submetidos à dieta contendo NaCl 2% não tenham apresentado alteração de 
resposta para a angiotensina II (Figura 8A), encontramos aumento de 
responsividade para esse peptídeo nos animais expostos à dieta NaCl 4 e 8% 
(Figuras 8C e E). Por exemplo, a angiotensina II, na dose de 10 pmol/kg elevou a 
PAM em 39,5 ± 4,7 mm Hg no grupo controle e 54,6 ± 5,7 e 63,3 ± 6,9 mm Hg nos 
ratos dos grupos NaCl 4 e 8%, respectivamente. Os tempos de resposta para a 
angiotensina I (Figuras 7C e F) e angiotensina II (Figura 8F) também foram 
prolongados em ratos expostos à dieta high salt (grupos NaCl 4 e 8% para 


























































































































Figura 7: Aumento dos efeitos hipertensivos da angiotensina I em ratos 
normotensos jovens, expostos à dieta high salt. Aumento da PAM (A, C e E) e 
duração do efeito (B, D e F) induzido pela angiotensina I (3, 10 e 30 pmol/kg, i.v. 
in bolus) em ratos controle ou expostos a dieta high salt (2, 4 e 8%) anestesiados 
previamente. Os resultados representam a média ± erro padrão da média (n = 6-
7). A análise estatística foi feita utilizando ANOVA de duas vias seguida pelo teste 




















































































































Figura 8: Aumento da resposta pressórica induzida pela angiotensina II em 
ratos normotensos jovens expostos à dieta high salt. Aumento da PAM (A, C 
e E) e da duração do efeito (B, D e F) induzido pela angiotensina II (3, 10 e 30 
pmol/kg, i.v.). Os efeitos foram mensurados em ratos anestesiados após 6 
semanas de exposição à dieta com altas concentrações de NaCl ou controle. Os 
resultados representam a média ± erro padrão da média de 6 animais cada grupo. 
A análise estatística foi feita utilizando ANOVA de duas vias seguida pelo teste de 





5.6 - Efeito in vitro da angiotensina I e II em artérias aorta isoladas de ratos  
 Em virtude dos resultados obtidos com angiotensina I e II in vivo, se tornou 
importante avaliar a responsividade a esses peptídeos in vitro. Em anéis de aorta 
isolados de ratos high salt a angiotensina I induziu resposta vasoconstritora 
semelhante nos anéis de aorta de todos os grupos experimentais (Figuras 9A, B e 
C). Entretanto, a angiotensina II causou um deslocamento da curva de contração 
para a esquerda, sem aumento da resposta máxima em anéis de aorta oriundo de 
ratos NaCl 8% (Figura 10C). A responsividade para angiotensina I e II nos vasos 
de resistência não foi alterada em nenhum dos grupos testados (dados não 
mostrados).    
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Figura 9: Contração induzida pela adição cumulativa de angiotensina I em 
artérias aorta. Curva concentração-resposta para angiotensina I em artéria aorta 
isoladas de ratos normotensos tratados com dieta padrão (controle) ou com 
concentrações de 2% (A) 4% (B) e 8% (C). Os resultados representam a média ± 
erro padrão da média de 6-8 animais por grupo. A análise estatística foi feita 
através de ANOVA de duas vias seguida pelo seguida pelo teste de Bonferroni. 
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Figura 10: Efeito da adição cumulativa de angiotensina II artérias aortas 
isoladas.  Curva concentração-resposta para angiotensina II em artérias aortas 
isoladas de ratos controle ou tratados com dieta high salt 2% (A), 4% (B) e 8% 
(C). Os resultados estão apresentados como a média ± erro padrão da média de 
5-7 animais por grupo. A comparação estatística foi realizada por ANOVA de duas 




5.7 - Ratos expostos a dieta high salt 8% tem maior atividade da ECA 
plasmática 
 O aumento da responsividade para angiotensina I in vivo nos levou a testar 
a atividade da ECA. A análise quantitativa revelou um aumento significativo na 
atividade de ECA plasmática (aproximadamente 15%) no plasma do grupo NaCl 
8% (mas não nos grupos NaCl 2 e 4%) quando comparada ao grupo controle 
(Figura 11A). Essa atividade ex vivo foi confirmada in vivo pela redução do tempo 
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de resposta hipotensora da bradicinina em ratos do grupo NaCl 8% (Figura 11B), 
sem alterar o efeito hipotensor (dados não mostrados). Os animais pertencentes 
ao grupo NaCl 2 e 4% não apresentaram alteração no efeito da bradicinina. 













































Figura 11: Aumento da atividade da ECA plasmática e redução do efeito 
hipotensor da bradicinina em ratos normotensos jovens expostos à dieta 
high salt. Atividade plasmática da ECA (A) mensurada em amostras coletadas 
dos grupos controle, NaCl 2, 4 e 8%. A letra C representa o grupo controle. 
Duração do efeito hipotensor induzido pela bradicinina (3, 10 e 30 nmol/kg), 
administrada intravenosamente, em ratos controle e expostos a dieta high salt 8% 
(B). Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão da média de 6-
8 animais por grupo. A análise estatística foi feita usando ANOVA de uma via (A) 
ou ANOVA de duas vias (B), seguida pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando 







5.8 - Aumento da expressão dos receptores AT1 AT2 de angiotensina II
 Os dados obtidos nos experimentos descritos até o momento nos levaram 
à hipótese de que poderia haver uma mudança na densidade de expressão dos 
receptores de angiotensina II. Através do ensaio de Western blot observamos que 
aortas de ratos expostos à dieta hipersódica (NaCl 4%) tiveram um aumento na 
expressão de receptores AT1 de cerca de 29% (Figura 12A), acompanhado de 
redução de aproximadamente 50% na expressão de receptores AT2 (Figura 12B). 
 
 
Figura 12: Alteração da expressão dos receptores AT1 e AT2 para 
angiotensina II em aorta de ratos tratados com dieta high salt. Expressão de 
receptores AT1 (A) e AT2 (B) para angiotensina II na aorta isolada de ratos 
controle e NaCl 4% mensurada pelo ensaio de Western blot. Os valores foram 
normalizados pela β-actina e expressos em unidades arbitrárias. Os resultados 
representam a média ± erro padrão da média de 5 amostras por grupo obtidas de 
animais diferentes. A análise estatística foi feita usando o teste t student. * p < 
0,05 em relação ao grupo controle. 
 
 
5.9 - Redução nos níveis de angiotensina II e aldosterona no plasma de ratos 
expostos a dieta high salt 
 As alterações de resposta in vivo e/ou in vitro demonstradas anteriormente 
geraram a hipótese de que os níveis plasmáticos dos constituintes da via RAAS 
poderiam estar alterados. Por isso mensuramos as quantidades de angiotensina II 
e aldosterona. Observamos uma redução nas quantidades de ambos, 
angiotensina II e aldosterona, em amostras de plasma oriundas de animais 
expostos a ração contendo NaCl 4 e 8%. Os níveis de angiotensina II (89,3 ± 21,4 
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pg/ml, no grupo controle) foram reduzidos em cerca de 70 e 80% no plasma de 
animais dos grupos NaCl 4 e 8%, respectivamente (Figura 13A). Do mesmo 
modo, os níveis de aldosterona (16,4 ± 4,0 ng/ml, nos ratos controle) tiveram 
redução de 80 e 60% nos ratos NaCl 4 e 8%, respectivamente (Figura 13B).  






































Figura 13: Redução dos níveis plasmáticos de angiotensina II e aldosterona 
em ratos normotensos jovens expostos à dieta high salt. A angiotensina II (A) 
e a aldosterona (B) foram mensuradas em amostras coletadas de ratos expostos 
a dieta normal (Controle) ou high salt (4 e 8%). Os resultados representam a 
média ± erro padrão da média (n = 5-7). A análise estatística foi feita por meio de 
ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni. * p < 0,05 em relação ao 
respectivo grupo controle. 
 
 
5.10 - Efeito natriurético aumentado em ratos expostos à dieta high salt 
 As observações de alteração do volume de urina durante a manipulação 
diária dos animais associada com a alteração nos níveis de aldosterona nos 
levaram à avaliação de parâmetros diuréticos. Ratos expostos à dieta high salt 
(grupos 4 e 8%) tiveram o volume urinário total aumentado (entre 30 e 150%) em 
todas a semanas de tratamento. Entretanto, a partir da terceira semana a 
diferença de volume excretado foi mais expressiva (Figura 14A). De modo 
semelhante estes animais apresentaram aumento nos níveis de sódio excretados, 
especialmente no grupo NaCl 8% (Figura 14B).  Por outro lado, os níveis de 
potássio foram reduzidos de modo proporcional à dieta, sendo mais expressivo 
nos animais expostos à dieta high salt 8% (Figura 14C). O pH (Figura 15A) e a 
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Figura 14: Aumento da diurese e natriurese e redução da excreção de 
potássio em ratos normotensos jovens submetidos à dieta high salt. Volume 
urinário (A) quantidade de sódio (B) e potássio (A), excretado por ratos do grupo 
controle ou submetidos ao tratamento com dieta high salt por 6 semanas.  As 
análises foram feitas utilizando o acumulado de urina coletado durante 8 horas. 
Os resultados representam a média ± erro padrão da média (n = 6-9). A análise 
estatística foi feita usando ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni. * 





























Controle NaCl 2% NaCl 4% NaCl 8%
 
Figura 15: Ausência de efeito da dieta high salt na densidade e pH da urina 
acumulada. A análise do pH (A) e densidade (B) foram feitos em urina fresca, 
oriunda dos animais controle ou expostos a dieta high salt (NaCl 2, 4 e 8%). As 
coletas foram realizadas a cada semana de tratamento. O tempo zero indica o 
período antes da exposição a dieta com altas concentrações de NaCl. Os 
resultados representam a média ± erro padrão da média (n = 6 - 9). A análise 
estatística foi feita usando ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni. * 
p < 0,05 em relação ao respectivo grupo controle.  
 
 
5.11 - Níveis de eletrólitos no plasma de ratos expostos à dieta high salt 
  Os animais dos grupos controle ou tratados com a dieta high salt 2% não 
apresentaram alterações nos níveis plasmáticos de cálcio (Figura 16A), sódio 
(Figura 16B) e potássio (Figura 16C). Entretanto, o plasma de ratos expostos a 
dieta high salt (grupos 4 e 8%) tiveram aumento nos níveis de cloreto (entre 3 e 
4%) em relação ao grupo controle (Figura 16D). 
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Figura 16: Níveis de eletrólitos no plasma de ratos expostos à dieta high 
salt. O cálcio (A), sódio (B), potássio (C) e cloreto (D) foram mensurados em 
amostras coletadas de ratos expostos a dieta normal (controle) ou high salt (2, 4 e 
8%). A letra C representa o grupo controle. Os resultados representam a média ± 
erro padrão da média (n = 6 - 9). A análise estatística foi feita usando ANOVA de 
uma via seguida do teste de Bonferroni. * p < 0,05 em relação ao grupo controle.  
 
 
5.12 - Responsividade à fenilefrina in vivo e in vitro 
A administração de fenilefrina causou efeito dependente da dose, o qual 
não foi alterado no grupo NaCl 2 e 4%, mas aumentou em animais que receberam 
ração com NaCl 8% (Figuras 17A, C e E). A dose de 10 pmol/kg usada em 
nossos experimentos elevou a PAM em 72,0 ± 5,7 mm Hg nos animais tratados 
com NaCl 8% e 49,8 ± 1,6 mm Hg no grupo controle. O tempo de resposta para 
fenilefrina também foi aumentado em ratos expostos à dieta hipersódica NaCl 8% 
(Figura 17F). Entretanto, nos experimentos in vitro, a vasoconstrição causada 
pela fenilefrina foi semelhante entre todos os grupos testados, tanto em aorta 

























































































































Figura 17: Aumento da resposta pressórica induzida pela fenilefrina em 
ratos normotensos jovens expostos à dieta high salt. Aumento da PAM (A, C 
e E) e duração do efeito (B, D e F) induzido pela fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/kg, 
i.v.). Os efeitos foram mensurados em ratos anestesiados após 6 semanas de 
exposição à dieta com altas concentrações de NaCl. Os resultados representam a 
média ± erro padrão da média de 6 animais em cada grupo. A análise estatística 
foi feita utilizando ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. * p < 






































Figura 18: Contração induzida pela adição cumulativa de fenilefrina em 
artérias aorta e mesentéricas. Curva cumulativa dependente da concentração 
para fenilefrina em artéria aorta (A) e mesentérica (B) isoladas de ratos 
normotensos tratados com dieta padrão (controle), ou com concentrações 
modificadas de NaCl. Os resultados representam a média ± erro padrão da média 
de vasos oriundos de 6-8 animais por grupo. A análise estatística foi feita com o 
auxilio do teste de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni. Não 
foram encontradas diferenças estatisticamente significativas. 
 
 
5.13 - Responsividade de artérias de condutância e resistência ao inibidor 
da ROCK 
 A adição do composto Y-27632 (inibidor da ROCK) em anéis de aorta ou 
mesentérica, previamente contraídos por fenilefrina, promoveu relaxamento de 






























Figura 19: Relaxamento induzido pelo inibidor da ROCK em anéis de artérias 
aorta e mesentéricas de resistência. Respostas dependentes da concentração 
para composto Y-27632 em artérias aorta (A) e mesentéricas (B) isoladas de 
ratos normotensos tratados com dieta padrão (controle) ou com altas 
concentrações de NaCl. Os resultados estão expressos como a média ± erro 
padrão da média de 6-8 experimentos em cada grupo. A análise estatística foi 
feita usando ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Não foram 
encontradas diferenças significativas estatisticamente. 
 
 
5.14 - Efeito do composto Y-27632 na contração induzida pela fenilefrina  
O composto Y-27632, inibidor da ROCK (1 µM), reduziu em 
aproximadamente 60% da contração máxima induzida pela fenilefrina em anéis 
de aorta (com endotélio) dos animais controle (Figura 20A), mas não reduziu a 
resposta contrátil nos anéis de aorta oriundos dos animais high salt (Figuras 20B, 
C e D). Resultados semelhantes foram obtidos em vasos (aorta) desprovidos de 
endotélio. Nestes experimentos expusemos as preparações a diferentes 
concentrações do composto Y-27632 e observamos que somente a maior 
concentração testada (10 µM) foi capaz de inibir a contração em aortas de ratos  
dos grupos NaCl 2, 4 e 8% (Figura 21D). 
Como os resultados com o composto Y-27632 foram observados em todos 
os grupos, escolhemos o tratamento com NaCl 4% para continuar os estudos com 
pequenas artérias mesentéricas. Nos vasos de resistência de ratos controle, 
cerca de 46% da contração induzida pela fenilefrina foi inibida pelo composto Y-
27632 na concentração de 3 µM (Figura 22A). Entretanto, em vasos provenientes 
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de ratos expostos à dieta NaCl 4% foi necessário uma concentração de 50 µM 
para inibir  a ação contrátil da fenilefrina (Figura 22B). 
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Figura 20: Efeito do composto Y-27632 sobre a contração induzida por 
fenilefrina em anéis de aorta com endotélio. Curvas concentração-resposta 
para a fenilefrina foram obtidos na presença (○) ou ausência (●) do  composto Y-
27632. Os painéis A, B, C e D representam, respectivamente, aortas oriundas de 
ratos controle, NaCl 2, 4 e 8%. Os resultados são expressos como a média ± erro 
padrão da média de 6-8 experimentos em grupo. A análise estatística foi feita 
usando o teste ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. *** p < 
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Figura 21: Efeito do composto Y-27632 sobre a contração induzida por 
fenilefrina em anéis de aorta sem endotélio. Curvas concentração-resposta 
para fenilefrina foram obtidas na presença ou ausência do composto Y-27632. Os 
painéis A, B, C e D representam, respectivamente, aortas oriundas de ratos 
controle, NaCl 2, 4 e 8%. Os resultados são expressos como a média ± erro 
padrão da média de 6-8 experimentos em cada grupo. A análise estatística foi 
feita usando o teste ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. ** p < 
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Figura 22: Efeito do composto Y-27632 em anéis de artéria mesentéricas 
contraídos pela fenilefrina. Curva concentração-resposta de fenilefrina na 
presença ou ausência do composto Y-27632 em artéria mesentérica de ratos 
controle (A) ou high salt (B). Os resultados são expressos como a média ± erro 
padrão da média de 6-8 experimentos em cada grupo. A análise estatística foi 
feita usando o teste ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. ** p < 
0,01 e *** p < 0,001 em relação ao grupo controle. 
 
 
5.15 - Efeito da dieta hipersódica na expressão de proteínas da via 
RhoA/ROCK 
 Nessa etapa os experimentos para verificar a expressão de proteínas 
foram realizados utilizando aortas de ratos dos grupos high salt e controle. O 
tratamento com a dieta NaCl 4% não alterou significativamente a expressão total 
da RhoA (Figura 23A) e tampouco da RhoE (Figura 23B). Da mesma forma a 
expressão das proteínas ROCKI e ROCKII foi semelhante entre os grupos (Figura 
23C e D). Entretanto, houve redução da RhoA citosólica (42%) (Figura 24A) e 
aumento da RhoA de membrana (ativa) em cerca de 40% (Figura 24B) em aorta 
de ratos NaCl 4% quando comparados ao grupo controle. De modo semelhante, 
quando as aortas foram previamente estimulados com fenilefrina, ocorreu 
aumento na expressão de RhoA na membrana acompanhada de redução da 
expressão dessa proteína no citosol. Nessas aortas estimuladas com fenilefrina, a 
expressão de RhoA ativa (de membrana) foi 80% maior em ratos NaCl 4% do que 
em animais controle (Figura 24B). Ao mesmo tempo a expressão de RhoA no 
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citosol foi reduzida em 65% nas aortas high salt em relação ao controle (Figura 
24A). Além disso, a aorta de animais expostos à ração NaCl 4% tiveram aumento 
na expressão da MYPT1 fosforilada (p-MYPT1) em mais de 200% (Figura 25B), 
sem alterar a MYPT1 total (Figura 25A). 
 
 
Figura 23: Expressão de RhoA, RhoE, ROCKI e ROCKII em aorta de ratos. A 
expressão das proteínas RhoA (A), RhoE  (B), ROCKI (C) e ROCKII (D) em aorta 
isolada de ratos controle e NaCl 4% foi mensurada pelo ensaio de Western blot. 
Os valores foram normalizados pela β-actina e expressos em unidades arbitrárias. 
Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 4-5 amostras por 
grupo, obtidas de animais diferentes. A análise estatística foi feita usando teste t 






Figura 24: Aumento da expressão de RhoA na membrana na aorta de ratos 
tratados com dieta high salt. Expressão de proteínas de RhoA citosólica (A) e 
de membrana (B) com e sem estimulo com fenilefrina. A expressão de proteínas 
foi mensurada em aorta isolada de ratos controle e NaCl 4% pelo ensaio de 
Western blot. Os valores foram normalizados pela β-actina e expressos em 
unidades arbitrárias. Os resultados representam a média ± erro padrão da média 
de 3 amostras por grupo, obtidas de animais diferentes. A análise estatística foi 
feita usando teste t student. * p < 0,05 em relação ao grupo controle.  
 
 
Figura 25: Aumento da expressão da MYPT1 fosforilada de em anéis de 
aorta de ratos tratados com dieta high salt. A expressão protreica de MYPT1 
total (A) e MYPT1 fosforilada (p-MYPT1) (B) na aorta de ratos dos grupos 
controle e NaCl 4% foi mensurada pelo ensaio de Western blot. Os valores foram 
normalizados pela β-actina e expressos em unidades arbitrárias. Os resultados 
representam a média ± erro padrão da média de 5 amostras por grupo, obtidas de 
animais diferentes. A análise estatística foi feita usando teste t student (B). * p < 




5.16 - Efeito da dieta high salt no influxo de cálcio em preparações 
vasculares 
Artérias aorta submetidas a concentrações cumulativas de cloreto de 
cálcio, em liquido despolarizante, apresentaram respostas semelhantes em todos 
os grupos (Figura 26A).  Além disso, as contrações induzidas por cloreto de cálcio 
em artérias mesentéricas não diferiram entre os grupos testados, tanto na 
ausência quanto na presença da tapsigargina (Figura 26B). 
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Figura 26: Efeito da dieta high salt no influxo de cálcio. Curva concentração-
resposta de cloreto de cálcio (A) em artéria aorta de ratos controle ou high salt. O 
painéis (C) representa artérias mesentéricas oriundas de ratos controle e NaCl 
4%, expostas a concentrações cumulativas de cloreto de cálcio na ausência e na 
presença de tapsigargina, respectivamente. Os resultados são expressos como a 
média ± erro padrão da média de 6-7 experimentos cada grupo. A análise 




5.17 - Efeito da dieta hipersódica sobre a liberação de cálcio do retículo 
endoplasmático em preparações vasculares 
 A contração induzida por fenilefrina em meio livre de cálcio causou uma 
resposta significativamente menor em anéis de aorta provenientes de ratos 
expostos à dieta com cloreto de sódio. A contração obtida, respectivamente em 
aortas de ratos dos grupos NaCl 2, 4 e 8%, foi 42, 52 e 62% menor do que a 
apresentada por vasos de animais do grupo controle.  Este efeito foi abolido pela 
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adição de tapsigargina (1 µM) em preparações de aorta de ratos expostos à dieta 
high salt 8% (Figura 27A). Por sua vez, o efeito contrátil da cafeína também foi 
inibido em, cerca de 85%, nos grupos NaCl 4 e 8%. Entretanto, a tapsigargina não 
alterou a contração induzida pela cafeína nos ratos expostos a dieta high salt 
(Figura 27B). Os anéis de pequenas artérias mesentéricas obtidas de ratos  NaCl 
4% tiveram uma redução de aproximadamente 25% na contração estimulada por 
fenilefrina em meio livre de cálcio quando comparada com aorta do grupo controle 
(Figura 28A). De modo semelhante, frente ao estímulo da cafeína as artérias 
mesentéricas de ratos NaCl 4% tiveram a contração reduzida em cerca de 48% 
em relação ao grupo controle. Essa alteração não foi observada na presença da 
tapsigargina (Figura 28B).  Além disso, a adição de cloreto de cálcio em 
preparações em meio livre de cálcio, fez com que a contração máxima de anéis 
de artérias mesentéricas oriundas de ratos do grupo NaCl 4% aumentasse 45% 
em relação às artérias do grupo controle (Figura 29A).  A pré-incubação com 
tapsigargina fez com que a contração fosse semelhante em artérias mesentéricas 
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Figura 27: Efeito da dieta high salt na liberação de cálcio intracelular do 
retículo endoplasmático de artérias aorta. As preparações foram expostas a 
uma única concentração de fenilefrina (A) ou cafeína (B). O mesmo protocolo foi 
repetido na presença de tapsigargina. Os protocolos foram realizados usando 
anéis de aorta de ratos controle ou high salt acondicionados em cubas com 
solução nutritiva sem cálcio.  Os resultados representam a média ± erro padrão 
da média de 6-8 experimentos cada grupo. A análise estatística foi feita usando o 
ANOVA de uma via seguida pelo seguida pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 e ** 
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Figura 28: Efeito da dieta high salt na liberação de cálcio intracelular do 
retículo endoplasmático de artérias mesentéricas. A contração dos anéis 
mesentéricos foi induzida por fenilefrina (A) ou cafeína (B) na presença ou 
ausência de tapsigargina. As drogas foram adicionadas a banhos com solução 
nutritiva sem cálcio. Foram usados vasos oriundos de ratos controle ou expostos 
uma dieta com NaCl 4%.  Os resultados são expressos como a média ± erro 
padrão da média de 6-7 experimentos cada grupo. A análise estatística foi feita 
usando ANOVA de uma via seguida pelo seguida pelo teste de Bonferroni. * p < 
0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparado ao grupo controle. 
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Figura 29: Aumento da contração induzida por CaCl2 em meio livre de cálcio. 
Anéis de artérias mesentéricas de resistência, oriundas de ratos do grupo controle 
e NaCl 4%, foram expostas a concentrações cumulativas de cloreto de cálcio na 
ausência (A) e na presença de tapsigargina (B). Os resultados são expressos 
como a média ± erro padrão da média de 6-7 experimentos cada grupo. A análise 
estatística foi feita usando o teste de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de 




5.18 - Dieta high salt reduz a liberação e recaptação de cálcio intracelular em 
células musculares lisas de aorta 
 Células musculares lisas isoladas de aorta de ratos high salt apresentaram 
redução de 50% nos níveis de cálcio intracelular durante o repouso, em relação a 
células do grupo controle (Figura 30A). A quantidade de cálcio liberado sob 
estimulo com ATP foi 48% menor em células de animais do grupo NaCl 4% 
(Figura 30B).  Após depleção dos estoques de cálcio intracelular pelo ATP, foi 
feita a recarga do cálcio no reticulo endoplasmático. Depois da recaptação do 
cálcio intracelular e novo estímulo com ATP, os níveis liberados foram cerca de 
menores do que anterior em células isoladas de aorta do grupo NaCl 4%. O pico 
de liberação foi cerca de 79% em relação ao controle nas mesmas condições 
(Figura 30B). A figura 27C representa um registro típico obtido durante a 

































































































Figura 30: Redução da liberação de cálcio intracelular em células 
musculares lisas de aorta. Concentrações basais de cálcio intracelular citosólico 
(A). Pico de liberação de cálcio estimulado pelo ATP, em condições normais e 
após depleção e recaptação (B). Registro típico da mensuração do cálcio 
intracelular em células isoladas (C). Os níveis de cálcio intracelular foram 
mensurados em células musculares lisas isoladas de aortas dos grupos controle e 
NaCl 4%. Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 4-5 
experimentos em cada grupo. A análise estatística foi feita usando o teste ANOVA 
de uma via seguida pelo teste de Bonferroni (B) ou teste t student (A). * p < 0,05 
em relação ao grupo controle. 
 
 
5.19 - Redução da expressão de SERCA em aortas de ratos high salt 
 Os resultados anteriores nos levaram a pensar que uma ou mais proteínas 
envolvidas na regulação da liberação e/ou recaptação do cálcio intracelular 
poderiam ter sido influenciadas pela ingesta elevada de cloreto de sódio. Através 
do ensaio de Western blot observamos que os ratos expostos à dieta hipersódica 
(NaCl 4%) não tiveram alteração da expressão de receptores IP3 e rianodina 
(RyR) (Figura 31). De modo similar a expressão da STIM1, ORAI1 e fosfolambam 
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permaneceram inalteradas em aorta de ratos expostos a dieta high salt (Figura 
32). Por outro lado, a aorta de animais que receberam esta mesma dieta tiveram 
a expressão das proteínas SERCA2 e SERCA3 reduzidas em 28 e 50%, 
respectivamente (Figura 33).  
 
 
Figura 31: Expressão dos receptores IP3 e rianodina na aorta de ratos 
expostos à dieta high salt. A expressão de receptores IP3 (A) e rianodina (RyR)  
(B) foi mensurada pelo ensaio de Western blot. Os valores foram normalizados 
pela β-actina e expressos em unidades arbitrárias. Os resultados expressam a 
média ± erro padrão da média de 5 amostras por grupo obtidas de animais 





Figura 32: Expressão de proteínas regulatórias do influxo de cálcio em aorta 
de ratos high salt. Expressão de STIM1 (A), Orai1 (B) e fosfolambam (C) em 
aortas isoladas de ratos NaCl 4% e controle. A expressão das proteínas foi 
mensurada pelo ensaio de Western blot. Os valores foram normalizados pela β-
actina e expressos em unidades arbitrárias. Os resultados representam a média ± 
erro padrão da média de 5 amostras por grupo obtidas de animais diferentes. A 




Figura 33: Redução da expressão da SERCA2 e SERCA3 em aortas de ratos 
high salt. A expressão proteica de SERCA2 (A) e SERCA3 (B) em aorta isolada 
de ratos dos grupos controle e NaCl 4% foi mensurada pelo ensaio de Western 
blot. Os valores foram normalizados pela β-actina e expressos em unidades 
arbitrárias. Os resultados demonstrados no gráfico representam a média ± erro 
padrão da média de 5 amostras por grupo obtidas de animais diferentes. A 




5.20 - A expressão de calmodulina foi aumentada em aorta de ratos 
expostos à dieta com NaCl 4% 
 Animais normotensos jovens submetidos à dieta contendo NaCl 4% tiveram 
aumento de 90% na expressão da calmodulina (CAM) (Figura 34A). Esse 
resultado foi acompanhado do aumento da expressão da quinase dependente da 





Figura 34: Aumento da expressão de calmodulina e da CAMKII em aorta de 
ratos tratados com dieta high salt. Expressão de proteínas de calmodulina 
(CAM) (A), quinase dependente da cálcio/calmodulina II (CAMKII) (B) através do 
ensaio de Western blot em aorta isolada de ratos controle e NaCl 4%. Os valores 
foram normalizados pela β-actina e expressos em unidades arbitrárias. Os 
resultados representam a média ± erro padrão da média de 5 amostras por grupo, 
obtidas de animais diferentes. A análise estatística foi feita por meio do teste t 
student. * p < 0,05 em relação ao grupo controle. 
 
 
5.21 - Aumento da expressão da cadeia leve de miosina (MLC) em aorta de 
ratos expostos à dieta NaCl 4% 
  Observamos que aortas de ratos expostos a dieta hipersódica (NaCl 4%) 
tiveram aumento na expressão da cadeia leve de miosina (MLC) (Figura 35A). Por 
outro lado animais que receberam a mesma dieta não apresentaram alteração na 
expressão de MLC fosforilada (p-MLC) e nem da quinase de cadeia leve de 




Figura 35: Aumento da expressão de cadeia leve de miosina mas não da sua 
forma fosforilada em aorta de ratos expostos a dieta NaCl 4%. A expressão 
de proteínas cadeia leve de miosina (MLC) total (A), MLC fosforilada (p-MLC) (B) 
e MLC quinase (MLCK) em aorta isolada de ratos controle e NaCl 4% foi 
mensurada pelo ensaio de Western blot. Os valores foram normalizados pela β-
actina e expressos em unidades arbitrárias. Os resultados representam a média ± 
erro padrão da média de 4-5 amostras por grupo obtidas de animais diferentes. A 











VI - DISCUSSÃO 
A hipertensão é a doença crônica mais comum entre a população adulta 
mundial e configura fator de risco para outros problemas potencialmente fatais 
como infarto do miocárdio, AVC e falência renal (MOSTERD et al. 1999; KANNEL 
2000). Fatores genéticos e ambientais podem estar envolvidos na gênese da 
hipertensão (IWAMOTO et al. 2005). Nesse contexto o excesso de sal tem 
figurado como um dos fatores ambientais relacionados com o desenvolvimento da 
hipertensão e alterações importantes no sistema cardiovascular (NURKIEWICZ e 
BOEGEHOLD 2007; TAKEDA et al. 2007).  
O consumo crescente de alimentos e bebidas industrializados e/ou 
processados com alto teor de sódio, principalmente pela população infantil, tem 
se mostrado um fato preocupante. Neste sentido, podemos dizer que a ingesta de 
altas quantidades de sódio acontece desde estágios iniciais da vida e permanece 
durante a infância, adolescência e na maioria da vezes por toda a vida adulta. No 
presente estudo avaliamos os efeitos da ingesta elevada de cloreto de sódio em 
ratos pós desmame, que foram submetidos a ração com 7 (grupo tratado com  
NaCl 2%) a 30 (grupo que recebeu ração NaCl 8%) vezes mais sal do que a 
quantidade presente na alimentação padrão. Se comparado com humanos, pode 
ser considerado que em nossos experimentos os animais receberam dieta high 
salt, continuamente por toda a infância até a idade de adultos jovens. Apesar do 
consumo elevado de sódio ser descrito como um contribuinte para o 
desenvolvimento da hipertensão, depois de seis semanas de dieta high salt, 
nenhum dos animais avaliados teve elevação da pressão arterial. Mesmo quando 
a pressão arterial foi avaliada em animais conscientes, uma estratégia que 
diferentemente de experimentos realizados com ratos anestesiados mantém 
todos os eventuais efeitos do sal no sistema nervoso central, incluindo os efeitos 
simpatoexcitatórios, os quais tem sido demonstrados em animais expostos à dieta 
high salt e associados à hipertensão induzida pelo sal, principalmente em 
indivíduos sensíveis ao sal (HUANG e LEENEN 1998; CARLSON et al. 2000; 
HUANG et al. 2001). 
O não desenvolvimento de um quadro de hipertensão em nossos estudos 
não foi um fato inesperado, pois pouquíssimos experimentos tem relatado 
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aumento da pressão arterial quando ratos normotensos são expostos a altas 
concentrações de sódio na dieta (YU et al. 1998). Além disso, alguns estudos tem 
estabelecido que o excesso de sal pode causar alterações cardiovasculares 
importantes como o remodelamento vascular, aumento da massa do ventrículo 
esquerdo e aumento da incidência de AVC independente da elevação da pressão 
arterial (MUNTZEL e DRUEKE 1992; RAPP 2000; MENETON et al. 2005). De fato 
a hipertensão pode ser facilmente alcançada em animais submetidos ao excesso 
de sódio quando for associado ao tratamento com mineralocorticóide (acetato de 
deoxicorticosterona – DOCA sal) (KATHOLI et al. 1980; SCHUPP et al. 2011), 
administração de angiotensina II (LARA et al. 2012), ou animais geneticamente 
selecionados (Dahl sal sensíveis) (BOUHNIK et al. 1992). A literatura descreve o 
SRAA como um dos sistemas mais afetados em modelos de hipertensão 
relacionados com a ingesta excessiva de sal e nesse caso, pelo menos nos dois 
primeiros modelos mencionados, a hipertensão é dependente da ativação do 
SRAA. Além disso, a maior atividade do SRAA pode contribuir para vários efeitos 
deletérios nos animais Dahl sal sensíveis (BOUHNIK et al. 1992; ZHAO et al. 
2001). Nesse sentido, embora geralmente não descrito na literatura, a capacidade 
de uma dieta elevada de sódio para aumentar a pressão arterial em ratos 
normotensos parece ser, ao menos em parte, dependente da ativação endógena 
ou farmacológica do SRAA. 
A hipertensão e, principalmente a resposta para a angiotensina II em 
animais sensíveis ao sal, tem sido intensamente investigada nos últimos anos. Já 
foi demonstrado que, o tratamento com antagonistas seletivos para receptores 
AT1 previne a hipertensão e a fibrose cardíaca além de reduzir a hipertrofia do 
ventrículo esquerdo (LIANG e LEENEN 2008). No sistema nervoso central a 
maior ativação de receptores AT1 no núcleo paraventricular pode contribuir para o 
aumento da atividade simpática e consequentemente hipertensão em ratos Dahl 
sensíveis expostos a altas concentrações de sódio (GABOR e LEENEN 2012). 
Além disso, ratos espontaneamente hipertensos expostos a uma dieta elevada de 
sal durante 4 semanas apresentaram aumento dos níveis de angiotensina II, 
apesar de quantidades reduzidas de atividade da renina e ECA no soro (HODGE 
et al. 2002).  
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Contudo, a ativação e funcionalidade do SRAA em ratos não sensíveis ao 
sal ou normotensos expostos a quantidades elevadas de sódio ainda tem 
algumas lacunas a serem investigadas. Nesse sentido, Gonzalez e colaboradores 
demonstraram que altas concentrações de NaCl na água por poucos dias foi 
capaz de causar redução do efeito vasodilatador em resposta à angiotensina II 
em pequenas artérias mesentéricas. Esse efeito foi relacionado à redução da 
expressão de receptores AT2 e foi revertido com a administração de aldosterona 
(GONZALEZ et al. 2005). Em outro estudo, ratos Sprague-Dawley adultos 
expostos à altas quantidades de sódio na dieta por 2 semanas tiveram redução da 
angiogênese e dos níveis de angiotensina II em células de músculo esquelético. 
Esse efeito foi revertido pela administração de angiotensina II (PETERSEN et al. 
2006). Entretanto, em camundongos normotensos, a ingestão de dieta high salt 
induziu hipertrofia cardíaca e fibrose intestinal. Ambos os efeitos foram prevenidos 
pela inibição farmacológica dos receptores AT1 ou da ECA (LE CORVOISIER et 
al. 2010). 
Em nossos estudos, usando ratos Wistar, normotensos, jovens e 
saudáveis, nós observamos que os grupos expostos à dieta high salt 4 e 8% 
apresentaram aumento expressivo da resposta hipertensora induzida pela 
administração intravenosa das angiotensina I e II. A hiper-responsividade 
pronunciada desses animais para angiotensina I, quando comparados com a 
angiotensina II, nos levou a investigar o papel da ECA nesse evento. Nossos 
resultados demonstraram que no grupo NaCl 8% a atividade da ECA foi maior 
quando comparada com o grupo controle, sugerindo que altas quantidades de sal 
adicionadas à dieta, aumentam a atividade dessa enzima o que provavelmente 
contribuiu para a elevação do efeito hipertensivo da angiotensina I encontrado em 
nossos experimentos.  É importante ressaltar que a maior atividade da ECA 
observada ex vivo foi acompanhada da redução no tempo de efeito hipotensor 
induzido pela bradicinina nestes animais (NaCl 8%), sugerindo que há também 
maior atividade da ECA a nível sistêmico.  
Vale salientar que a maior sensibilidade para angiotensina I, angiotensina II 
e aumento da atividade da ECA plasmática ocorreram de forma independente da 
hipertensão. Essa aparente discrepância pode ser melhor compreendida quando 
os próximos achados forem considerados: i) apesar do aumento da atividade da 
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ECA plasmática no grupo NaCl 8%, os níveis plasmáticos de angiotensina II e 
aldosterona foram significativamente reduzidos em ambos os grupos, NaCl 4 e 
8%; ii) a expressão de receptores AT1 foi aumentada enquanto a expressão de 
receptores AT2 foi reduzida em aortas provenientes de ratos tratados com dieta 
NaCl 4%. A aldosterona é um dos principais moduladores do balanço de sódio e 
potássio e desempenha um papel importante na regulação do volume 
extracelular. O aumento dos níveis de aldosterona leva à maior reabsorção de 
sódio e água nos túbulos distais e coletores renais (FUNDER 2002). Em nosso 
estudo a redução dos níveis circulantes de aldosterona certamente contribuiu 
para maior excreção de sódio e água do organismo dos animais mantendo a 
homeostasia dos eletrólitos plasmáticos e consequente balanço eletrolítico. Em 
relação aos níveis plasmáticos de angiotensina II, vários estudos desenvolvidos 
nos últimos anos revelaram uma relação intrigante entre a ingestão de sódio e os 
níveis circulantes desse peptídeo. A redução do consumo de sódio parece ser 
capaz de aumentar a quantidade de angiotensina II no plasma de ratos normais. 
O oposto, níveis reduzidos de angiotensina II após a ingestão elevada de sódio 
também tem sido descrito (WEINBERGER et al. 1986).   
Embora os mecanismos responsáveis por esta tentativa do organismo para 
regular SRAA em termos de consumo de sódio ainda precisem ser elucidados, o 
nosso estudo revela que, além de alterações nos níveis circulantes de 
angiotensina II, a atividade plasmática da ECA, bem como a expressão de ambos, 
receptores AT1 e AT2 da angiotensina II, foram alteradas em ratos jovens 
normotensos expostos à ingestão excessiva de sódio desde o desmame. A maior 
densidade de receptores AT1 pode explicar o aumento da resposta vascular 
encontrada após a administração intravenosa de angiotensina I e II em ratos 
anestesiados submetidos à dieta high salt. Embora a super expressão de 
receptores AT1 tenha sido previamente descrito (AGUILERA e CATT 1981; 
PLATIA et al. 1986; SANDBERG et al. 1994), o foco principal de tais estudos foi 
investigar apenas alterações locais em receptores AT1 ou modificações 
relacionadas com a responsividade à angiotensina II. Assim, pelo menos ao 
nosso conhecimento, este é o primeiro estudo apresentando evidências 
funcionais e moleculares de que, embora a dieta rica em sal possa reduzir os 
níveis circulantes de angiotensina II, o sistema vascular é mais sensível à 
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angiotensina II devido a um aumento da expressão de receptores AT1. Além 
disso, a expressão de receptores AT2, muitas vezes associada com a 
vasodilatação (VAN ESCH et al. 2006) e outros efeitos cardiovasculares 
potencialmente benéficos (SIRAGY 2009), foi reduzida significativamente após a 
ingestão elevada de sódio.  
Estudos recentes indicam que uma dieta high salt também pode prejudicar 
a resposta dos vasos a agentes vasodilatadores com mecanismos de ação 
dependentes de endotélio, como por exemplo reduzir o efeito hipotensor induzido 
pela acetilcolina (BOEGEHOLD 1993; LIU et al. 1999; WEBER e LOMBARD 
2000). Tal efeito pode resultar da liberação de fatores contraturantes derivados do 
endotélio, oriundos do metabolismo das ciclooxigenases (FORTES et al. 1990; 
FU-XIANG et al. 1992; ITO e CARRETERO 1992). Em vasos mesentéricos de 
resistência de ratos SHR, a resposta vasodilatadora da acetilcolina pôde ser 
parcialmente restaurada pela indometacina, sugerindo que a acetilcolina estimula 
a liberação de algum prostanóide constritor, além do NO (LUSCHER et al. 1990). 
Outro estudo descreveu os efeitos da dieta high salt na responsividade de artérias 
de resistência a doadores de NO e concluiu que a sensibilidade para o NO 
permanece inalterada em animais high salt. Isso sugere que as alterações no 
sinal de transdução da acetilcolina ocorrem devido aos níveis de óxido nítrico 
sintase (NOS) e sua ativação (LUSCHER et al. 1990; BOEGEHOLD 1993; 
FRISBEE e LOMBARD 1999; FRISBEE e LOMBARD 1999; LIU et al. 1999). 
Nesse sentido um estudo realizado por Sylvester e colaboradores sugere que a 
redução do efeito vasodilatador da acetilcolina, em artérias cerebrais de ratos 
Sprague-Dawley expostos à dieta high salt, se deve a uma inibição da síntese de 
NO e que tal evento está relacionado com o montante de NOS e não com a 
produção elevada de ânion superoxido ou com a produção de agentes 
constritores derivados do metabolismo das ciclooxigenases (SYLVESTER et al. 
2002). Apesar de não termos investigado profundamente os motivos pelos quais a 
acetilcolina induz menor resposta vasodilatadora em ratos high salt verificamos 
que o efeito descrito na literatura se repetiu em nossos experimentos in vivo, tanto 
para acetilcolina quanto para o nitroprussiato. Esses dados associados com a 
redução dos níveis plasmáticos de NO no grupo NaCl 8%, confirmam os dados da 
literatura, ou seja, a dieta high salt é capaz de induzir mudanças na via de 
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sinalização da acetilcolina e esta parece envolver uma inibição na via de 
produção do NO. Entretanto, vale ressaltar que os efeitos da acetilcolina foram 
verificados em artérias mesentéricas de resistência e em aorta e não 
encontramos diferenças entre os grupos. 
Por outro lado, a via de sinalização do NO também sofre impacto inibitório 
pela via RhoA/ROCK levando à redução dos níveis de NO (WIRTH 2010). Isso 
acontece porque a RhoA/ROCK regula negativamente a fosforilação da óxido 
nítrico sintase endotelial (eNOS) através da inibição da proteína quinase B (PKB), 
enquanto a redução na expressão de eNOS pela RhoA/ROCK se dá de forma 
independente da PKB (MING et al. 2002).  Esse fato pôde ser confirmado 
utilizando-se fasudil, um inibidor da via Rho/ROCK, o qual aumentou a expressão 
de eNOS em cultura de células endoteliais (WOLFRUM et al. 2004). Outrossim,  
animais SHR-DOCA sal tiveram uma redução na expressão de eNOS renal que 
foi restaurada pelo tratamento com fasudil (ISHIKAWA et al. 2006). 
A RhoA e a ROCK  têm sido intensamente estudadas nos últimos anos e 
participam de uma variedade de funções fisiológicas importantes  na vasculatura, 
incluindo contração do músculo liso, proliferação, adesão e migração celular e 
aspectos da resposta inflamatória (RIENTO e RIDLEY 2003). Nesse ínterim, 
anormalidades nessa via tem sido associadas com várias doenças 
cardiovasculares, inclusive hipertensão (WIRTH 2010). Alterações na atividade e 
sinalização da via RhoA/ROCK tem sido propostos como fatores contribuintes 
para o aumento da resistência vascular periférica nos quadros de hipertensão 
(UEHATA et al. 1997; MASUMOTO et al. 2001; WEBER e WEBB 2001; ASANO e 
NOMURA 2003).  Essa maior atividade, evidenciada pelo aumento da fosforilação 
do substrato da ROCK,  também  observado em modelos de hipertensão como 
ratos SHR e DOCA sal (SEKO et al. 2003). Apesar de serem dois modelos 
diferentes onde ratos SHR apresentam altas concentrações de renina e animais 
DOCA sal têm baixos níveis de renina (PINTO et al. 1998) ambos têm um 
denominador comum: o aumento da atividade da ROCK (DOE et al. 2007). A 
administração do inibidor da ROCK, composto Y-27632 reduziu a pressão arterial 
em ratos SHR (UEHATA et al. 1997), melhorou a função cardíaca em quadros de 
insuficiência (SATOH et al. 2003) e suprimiu a formação de lesão em modelo de 
aterosclerose (MALLAT et al. 2003).  Em ratos com hipertensão induzida pela 
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administração de L-NAME (inibidor da NOS) o tratamento com composto Y-27632 
foi capaz de reduzir a pressão arterial sem alterar a expressão de proteínas como 
a RhoA e a ROCK (MING et al. 2002). 
Considerando que em vários modelos de hipertensão há aumento da 
atividade da via RhoA/ROCK, desde o início de nossos estudos hipotetizamos 
que animais expostos à dieta high salt desde o desmame até a idade adulta 
também poderiam ter alterações nessa via, mesmo sem o estabelecimento da 
hipertensão. Apesar disso, o relaxamento de pequenas artérias mesentéricas e 
aorta induzido pelo composto Y-27632 (inibidor da ROCK) não foi alterado em 
vasos de animais do grupo high salt.  De modo semelhante, esses mesmos anéis 
de artérias aorta ou mesentéricas não apresentaram diferenças de respostas para 
a fenilefrina. Corroborando nossos dados, estudo realizado por Santos e 
colaboradores evidenciou que o leito vascular renal de ratos Wistar expostos à 
dieta high salt não apresentou alterações nas respostas à fenilefrina (DOS 
SANTOS et al. 2006). Por outro lado, alguns estudos demonstraram que anéis de 
aorta oriundos de ratos Sprague-Dawley tiveram maior vasoconstrição em 
resposta à noradrenalina (OBIEFUNA et al. 1991; ADEGUNLOYE e SOFOLA 
1997). Parte dessa divergência de resultados se deve provavelmente aos 
diferentes tipos de vasos utilizados nos estudos. Por isso ressaltamos os nossos 
resultados funcionais que foram obtidos em artéria aorta (vaso de condutância) e 
pequenas mesentéricas (vaso de resistência), sendo estas últimas conhecidas por 
ter um maior envolvimento no controle da pressão arterial (SOFOLA et al. 2002).   
Nesse sentido testamos a responsividade à fenilefrina em artérias aorta e 
mesentéricas na presença do composto Y-27632. Em nossos experimentos a 
menor concentração testada reduziu a contração em vasos de ratos controle, mas 
não alterou a contração em artérias de animais expostos à dieta high salt.  Foram 
necessárias concentrações aproximadamente 10 e 17 vezes maiores para que a 
contração das artérias aorta e mesentérica de resistência (respectivamente) 
provenientes de ratos high salt fossem inibidas de forma semelhante ao controle. 
Provavelmente, esse efeito tenha sido observado em razão da maior atividade da 
via RhoA/ROCK; consequentemente foram necessárias concentrações maiores 
do composto Y-27632 para inibir a contração.  
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A RhoA quando ativada faz a troca do GDP pelo GTP (com o auxílios do 
GEFs) e se associa a membrana plasmática, fazendo o processo conhecido como 
translocação, onde a proteína migra do citosol para a membrana. Na sequência 
ocorre a ativação da ROCK que e desencadeia uma série de eventos que irão 
culminar com a contração muscular (GONG et al. 1997). Em nossos experimentos 
observamos maior localização de RhoA na membrana com significativa redução 
no citosol, tanto em aorta do grupo NaCl 4% sem estímulo como em aortas high 
salt previamente estimuladas com fenilefrina.  Esses resultados nos sugerem que, 
apesar da expressão total de RhoA, ROCKI e ROCKII não estarem aumentadas,  
há uma maior ativação dessa via, confirmada pela maior translocação da RhoA 
citosólica para a membrana plasmática.  
Aortas de ratos do grupo NaCl 4% apresentaram aumento importante na 
expressão da MYPT1 fosforilada (estado inativo), sem alterações na expressão 
de MYPT1 total. Além disso, o aumento da atividade da via RhoA/ROCK também 
pode ser evidenciado pelo aumento da fosforilação da MYPT1, como observado 
em ratos SHR e DOCA sal (SEKO et al. 2003). Isso porque a ativação da RhoA  e 
da ROCK conduz à fosforilação e invativação da subunidade de ligação da 
miosina fosfatase (MYPT1) (KIMURA et al. 1996). A MYPT1 remove um fosfato 
da miosina fazendo com que a interação cíclica actina/miosina seja interrompida 
levando ao relaxamento. Entretanto, quando a miosina é inativada por fosforilação 
ela permanece no estado fosforilado, mantendo assim a contração (WEHRWEIN 
et al. 2004). Com esses dados sugerimos que a dieta high salt aumenta a 
atividade da RhoA/ROCK que por sua vez contribui para maior inibição da 
miosina fosfatase, evidenciada pela maior fosforilação da MYPT1.  Nesse sentido 
é importante ressaltar que apesar dos vários estudos envolvendo a via 
RhoA/ROCK, desconhecemos estudos prévios que tenham demonstrado que a 
dieta high salt per se seja capaz de promover essa maior ativação da via.  
É bem estabelecido que a ativação da via RhoA/ROCK tem um papel 
fundamental na modulação da contração em vários tecidos, incluindo os vasos 
(LEUNG et al. 1996; WANG et al. 2002; WIBBERLEY et al. 2003). A RhoA/ROCK, 
também está envolvida com a sensibilização ao cálcio nas células musculares 
lisas (KAIBUCHI et al. 1999; SOMLYO e SOMLYO 2000; BOLZ et al. 2003; 
GHISDAL et al. 2003; SOMLYO e SOMLYO 2003; WILSON et al. 2005), por 
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participar da fosforilação de MLC em baixas concentrações de cálcio intracelular, 
mantendo assim a contração tônica do músculo liso (AMANO et al. 2000; 
SOMLYO e SOMLYO 2003). Considerando que a dieta high salt causou 
alterações importantes na via RhoA/ROCK e que esta via exerce influência na via 
do cálcio, hipotetizamos que um ou mais componentes da  via de sinalização ao 
cálcio também poderiam ter sido modificados. Além disso, não houve aumento de 
responsividade à drogas vasoconstritoras, como por exemplo a fenilefrina, apesar 
da maior atividade da via RhoA/ROCK; assim, nossa hipótese considerava que 
alguma outra via estaria alterada, na tentativa de compensar a via de sinalização 
aumentada. 
O tônus do músculo liso vascular é primariamente regulado pelo potencial 
de membrana. Muitos vasoconstritores atuam, em parte, por abrirem canais de 
cálcio dependentes de voltagem através da despolarização da membrana e 
ativação de segundos mensageiros (NELSON et al. 1990). Em animais SHR a 
concentração de cálcio nas células musculares lisas está elevada (NOON et al. 
1978).  Essa elevação pode contribuir para o aumento da responsividade dessas 
células a estímulos vasoconstritores e para a manutenção do tônus miogênico 
que caracteriza a hipertensão (BENDHACK et al. 1992; LUCCHESI et al. 1996). 
Estudos realizados com cultura de células de músculo liso vascular de ratos SHR 
apresentaram aumento na concentração de cálcio e resposta aumentada para 
angiotensina II (SUGIYAMA et al. 1990; BENDHACK et al. 1992; BODIN et al. 
1993), atribuída à maior densidade de receptores para angiotensina II, ativação 
da fosfolipase C e D (RESINK et al. 1989) e alterações nos mecanismos de 
estocagem de cálcio (LEVITSKY et al. 1993). Além disso, em aortas de ratos 
DOCA-sal tanto o influxo de cálcio quanto a liberação de cálcio dos estoques 
intracelulares foram significativamente aumentados (DAVID et al. 2002). Nossos 
dados indicam que o influxo de cálcio não foi alterado em artérias aorta e nem 
mesentéricas de resistência provenientes de ratos do grupo high salt, pois as 
contrações induzidas por cloreto de cálcio (CaCl2), em PSS despolarizante sem 
cálcio, foram semelhantes em todos os grupos (controle e high salt).  
Alterações na sinalização em condições de depleção do cálcio do reticulo 
endoplasmático, como por exemplo, a ausência de cálcio no reticulo 
endoplasmático induzida pela tapsigargina, resulta em estimulação contínua do 
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sensor de cálcio e abertura de canais de cálcio da membrana plasmática (NIKI et 
al. 1996; GU et al. 2008; GIACHINI et al. 2009). Por isso, bloqueamos a 
recaptação de cálcio para dentro do reticulo endoplasmático com a adição de 
tapsigargina na preparação e repetimos a curva de CaCl2. Esse experimento nos 
permitiu avaliar a entrada de cálcio na célula sem a interferência da recaptação 
deste íon pelo retículo endoplasmático. Além disso na situação experimental 
criada com a adição da tapsigargina, ocorre depleção dos estoques intracelulares 
de cálcio e estimulação de sensores de canais de cálcio de membrana como 
STIM1 e Orai1. Porém, não observamos diferença entre os grupos e por isso 
especulamos que a atividade desses sensores não foi alterada. De modo 
semelhante, a expressão de STIM1 e Orai1 em aortas de ratos expostos à dieta 
high salt não foi modificada, sugerindo que o modelo de dieta high salt que 
utilizamos não foi capaz de interferir com esses componentes de sinalização. 
Além do cálcio que entra na célula através de canais de membrana, o 
cálcio armazenado nas organelas intracelulares, principalmente no reticulo 
endoplasmático, também é importante no processo contrátil. Tendo em vista que 
o influxo de cálcio foi mantido em células de vasos oriundos de ratos pertencentes 
ao grupo high salt, tornou-se fundamental avaliar a liberação de cálcio do retículo 
endoplasmático. O cálcio dessa organela pode ser liberado principalmente 
através de dois tipos de receptores: IP3 e rianodina. A cafeína é conhecida por 
causar liberação de cálcio atuando nos receptores de rianodina presentes no 
retículo endoplasmático, causando contração (HISAYAMA e TAKAYANAGI 1988; 
ROBINSON e BURGOYNE 1991). Por outro lado, a ativação do receptor α1 -
adrenérgico induz a ativação dos receptores IP3 localizados na membrana 
sarcoplasmática e liberação de cálcio armazenado nessa organela (WATRAS e 
BENEVOLENSKY 1987; GUILD et al. 1992; BERRIDGE 1993; JIN et al. 1993). 
Em nossos experimentos as preparações de artérias aorta ou pequenas 
mesentéricas do grupo high salt mantidas em meio livre de cálcio e contraídas por 
fenilefrina ou cafeína tiveram a resposta contrátil fortemente reduzida. A princípio 
esse resultado nos levou a avaliar a expressão dos receptores endoplasmáticos 
ativados por fenilefrina e cafeína. Porém, a expressão de ambos os receptores 
(rianodina e IP3) em aortas de ratos high salt não foi diferente entre os grupos, 
sugerindo-nos que a alteração observada não está relacionada com a liberação, 
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mas talvez com outra parte da via de sinalização como, por exemplo, a 
recaptação do cálcio do citosol para dentro do retículo endoplasmático.  
Nesse sentido, vários mecanismos contribuem para uma alteração na 
recaptação de cálcio, incluindo mecanismos dependentes de Ca2+-ATPase do 
retículo endoplasmático (LEVITSKY et al. 1993; CORTES et al. 1997; LOMPRE 
1999) e alterações na sinalização em condições de depleção do retículo, o que 
leva à ativação de canais de cálcio de membrana plasmática (LIOU et al. 2005; 
ROOS et al. 2005). Nossos resultados evidenciaram que a inibição da Ca2+-
ATPase com a tapsigargina foi capaz de restaurar a contração induzida pela 
fenilefrina, mas não pela cafeína. Ao que nos parece a quantidade de cálcio que 
não é recaptada e permanece no citosol após o estímulo dos receptores IP3 é 
suficiente, após estímulo por fenilefrina, para restaurar a contração  induzida por 
esse agonista α1-adrenérgico em aortas high salt. Por isso avaliamos a 
mobilização de cálcio em células musculares lisas isoladas de artérias aortas. Os 
resultados desse experimento demonstraram menor quantidade de cálcio 
intracelular em células no repouso assim como uma redução nos níveis de cálcio 
liberado pelo retículo endoplasmático quando as células foram estimuladas com 
ATP. Depois da depleção dos estoques intracelulares de cálcio, a célula foi 
exposta ao PSS normal para que o retículo endoplasmático fosse recarregado e 
então, novamente estimulado com ATP.  Nessa situação a quantidade de cálcio 
liberada foi ainda menor do que aquela observada no primeiro estímulo. Esse 
dado é de suma importância, pois nos sugeriu que as alterações observadas na 
contração induzida por fenilefrina ou cafeína provavelmente estariam relacionadas 
com a redução na recaptação do cálcio para dentro do retículo endoplasmático.  
Nesse ínterim verificamos que aortas de animais expostos à dieta com 
altas concentrações de NaCl tiveram redução na expressão da Ca2+-ATPase tipo 
2 (SERCA2) e tipo 3 (SERCA3), o que certamente comprometeu a recaptação de 
cálcio para dentro do retículo endoplasmático. Essas bombas (SERCAs) podem 
ser reguladas por fosfolambam, que inibe as Ca2+-ATPase, quando está em sua 
forma não fosforilada, mas não quando fosforilada por proteína quinase 
dependente de cAMP (KIRCHBERGER et al. 1974; TADA et al. 1975), proteína 
quinase dependente da Ca2+/calmodulina (CAMK) (LE PEUCH et al. 1979), ou 
proteína quinase C (MOVSESIAN et al. 1984). Nossos experimentos revelaram 
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que aortas isoladas de ratos do grupo high salt, tiveram uma tendência a 
aumentar a expressão de fosfolambam, apesar de não serem estatisticamente 
significantes. A maior expressão de fosfolambam pode também ter contribuindo 
para reduzir a atividade das SERCAs. Em conjunto esses resultados nos 
permitem dizer que a expressão e provavelmente a atividade das SERCAs em 
células musculares lisas de artérias aorta de animais expostos à dieta high salt 
estão reduzidas e comprometem a recaptação do cálcio para dentro do retículo 
endoplasmático. 
Apesar de todos os resultados obtidos, ainda precisávamos confirmar a 
menor recaptação de cálcio de modo funcional. Para isso artérias mesentéricas 
de resistência, foram submetidas à contração induzida por CaCl2 em meio livre de 
cálcio e observamos que os vasos provenientes de ratos do grupo high salt 
contraíram mais do que artérias de ratos controle. Isso porque o cálcio adicionado 
à preparação que entrou na célula provavelmente tenha permanecido no meio 
citosólico em maiores quantidades fazendo com que os anéis de artérias 
mesentéricas contraíssem mais. Por outro lado, a incubação da tapsigargina, fez 
com que as respostas contráteis fossem semelhantes em ambos os grupos. 
Acreditamos que esse efeito esteja relacionado com a a ação da tapsigargina em 
inibir a recaptação do cálcio, fazendo com que as concentrações desse íon 
fossem mais elevadas no citosol das células de ambos os grupos. Entretanto, nas 
artérias do grupo exposto à dieta high salt com densidade de SERCAs reduzido, a 
tapsigargina não foi capaz de alterar a contração, mas nas artérias do grupo 
controle, com expressão normal das Ca2+-ATPase, o inibidor dessa bomba, 
aumentou a contração das artérias controle em virtude da maior concentração de 
cálcio no citosol causada pela não recaptação, de modo semelhante ao que 
ocorre em vasos de ratos high salt. 
O cálcio, no citosol, complexa-se com a calmodulina e participa de várias 
funções celulares (CHIN e MEANS 2000). Após a ligação do cálcio, a calmodulina 
aumenta a afinidade para um grande número de proteínas ligantes, incluindo a 
calmodulina quinase (CAMKI, II e IV) (HOOK e MEANS 2001), também conhecida 
como proteína quinase dependente da Ca2+/calmodulina. Atualmente é 
considerado que a CAMKII pode desempenhar papel importante na regulação da 
contratilidade do músculo liso vascular (KIM et al. 2000). Vários estudos sugerem 
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que a CAMKII pode modular a sensibilidade do aparelho contrátil ao cálcio por 
ambos: i) fosforilação da MLCK, consequentemente causando uma 
desensibilização à Ca2+-calmodulina (TANSEY et al. 1992) ou, ii) por fosforilação 
direta da MLC, levando à sensibilização à Ca2+-calmodulina (EDELMAN et al. 
1990). Mais recentemente foi demonstrado que a força de contração de células 
musculares lisas de aorta de furão tem um componente dependente da CAMKII, 
pois a inibição dessa quinase leva à redução da contração (KIM et al. 2000). 
Nossos estudos demonstraram que ratos jovens expostos à dieta high salt tem 
um aumento na expressão da calmodulina. Especulamos que isso esteja 
relacionado com a menor quantidade de cálcio liberada do retículo 
endoplasmático, que faz com que as células passem a expressar mais essa 
proteína na tentativa de compensar os baixos níveis de cálcio liberado. Esse 
resultado foi acompanhado por um aumento na expressão de CAMKII, que pode 
atuar no sentido de fosforilar a MLC induzindo contração. Observando isso e, 
considerando a maior atividade da via RhoA/ROCK era de se esperar que a 
fosforilação da MLC estivesse aumentada. Apesar disso, não observamos 
alteração nos níveis de MLC fosforilada, provavelmente porque a CAMKII também 
causa inativação da MLCK, consequentemente inibindo a ativação da MLC. 
Corroborando esses dados a expressão da MLCK foi diminuída em artérias aorta 
de ratos high salt o que pode atuar como uma espécie de freio para reduzir a 
fosforilação da MLC, mesmo que haja um excesso de substrato. Esse conjunto de 
fatores pode contribuir para a manutenção da responsividade dos vasos de 
animais high salt próxima àquela mensurada em preparações controle. 
A dieta high salt desde as idades iniciais da vida dos animais foi capaz de 
causar alterações no sistema cardiovascular, especialmente no balanço de 
constituintes contráteis do músculo liso vascular. Por fim, a Figura 36 ilustra as 
principais modificações encontradas nos ratos, expostos a dieta high salt. A 
exposição prolongada dos animais à dieta high salt induziu maior responsividade 
para a angiotensina I, o que no grupo NaCl 8% envolveu o aumento da atividade 
da ECA, assim como maior responsividade para angiotensina II, relacionada com 
o aumento na expressão dos receptores AT1 e redução dos receptores AT2. Além 
disso, os vasos de resistência e de condutância de ratos expostos à dieta high 
salt apresentaram maior atividade da via RhoA/ROCK, evidenciada pela maior 
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translocação da RhoA para a membrana plasmática e pelos maiores níveis de p-
MYPT1, o que denota redução na atividade da miosina fosfatase, contribuindo 
para a manutenção da MLC na forma fosforilada. Em contrapartida nas aortas 
desses animais expostos a dieta high salt observamos redução na expressão da 
MLCK, o que parece estar atuando como uma espécie de freio controlando a 
fosforilação da MLC.  A redução da MLCK provavelmente esteja ligada à maior 
expressão de CAMKII, responsável por inativar a MLCK e certamente está 
compensando a inibição da miosina fosfatase.  A dieta high salt também reduziu a 
recaptação de cálcio para o retículo endoplasmático, o que culminou com menor 
liberação desse cálcio para o meio citosólico nas células musculares lisas de 
aorta, que pode ter contribuído para aumentar a expressão de calmodulina. 
Sugerimos que a dieta high salt, desde o desmame até a idade adulta dos ratos, 
induziu uma alteração nos mecanismos de controle da contratilidade vascular, 
entretanto a maquinaria contrátil, através de mecanismos compensatórios 
manteve os níveis pressóricos inalterados. As mudanças observadas não são 
suficientes para o desenvolvimento de um quadro de hipertensão em ratos jovens, 
porém podem contribuir de forma significativa para o aparecimento precoce dessa 
doença em fases mais tardias de vida do indivíduo. Esses achados podem 
contribuir para o desenvolvimento de terapias inovadoras para a hipertensão, ou 
até mesmo para a implementação de estratégias que visem interromper a 
























































Figura 36: Principais alterações funcionais e moleculares induzidas por 
dieta high salt em vasos. Ratos expostos à dieta com NaCl tem: 1) maior 
atividade da ECA (NaCl 8%); 2) Diminuição dos níveis de angiotensina II; 3) 
Redução da expressão dos receptores AT2 em aorta; 4) Aumento da expressão 
de receptores AT1 em aorta; 5) Redução dos níveis circulantes de aldosterona;   
Esse conjunto de alterações no SRAA contribuiu para o aumento da 
responsividade para angiotensina I e II observado em nossos experimentos. 
Apesar de não termos verificado o SRA depois da ativação dos respectivos 
receptores, a literatura nos mostra que a ativação de receptores AT1 leva à 
ativação da via RhoA/ROCK (6) e consequentemente, maior inativação da 
miosina fosfatase, evidenciada pela maior expressão da MYPT1 fosforilada (7). 
Além disso, ocorreu uma aumento da expressão de MLC (8), sem modificar sua 
fosforilação. Observou-se ainda, que o influxo de cálcio não foi modificado, mas a 
recaptação de cálcio para o retículo endoplasmático foi diminuída devido a 
redução na expressão das SERCAs (9). Há um aumento na densidade da 
calmodulina e CAMKII acompanhada da redução da MLCK. Todos esses fatores 
atuando para a manutenção da responsividade vascular. Além disso, a CAMKII 
também pode fosforilar fosfolambam e receptores de rianodina. AT1R: receptor 
tipo AT1 para angiotensina II; AT2R: receptor tipo AT2 para angiotensina II; ECA: 
enzima conversora de angiotensina; NO: óxido nítrico; GDP: difosfato de 
87 
 
guanosina;  GTP: trifosfato de guanosina; ROCK: Rho quinase; IP3: trifosfato de 
inositol; MLC: cadeia leve de miosina; p-MLC: cadeia leve de miosina fosforilada; 
MLCK: quinase de cadeia leve de miosina (ativa); p-MLCK: quinase de cadeia 
leve de miosina fosforilada (inativa);   MYPT1: sitio de ligação da miosina 
fosfatase ativa; p-MYPT1: sítio de ligação da miosina fosfatase fosforilada 
(inativa); CAM: calmodulina; CAMKII: proteína quinase dependente da 
calmodulina II; RYR: receptor de rianodina; SERCA: bomba Ca2+-ATPase; GEFs: 
fator trocador de nucleotídeo guanina; PLB: fosfolambam. As setas em azul 
indicam as partes da via que foram estimuladas pela dieta high salt; as setas 
pontilhadas indicam redução e as setas contínuas em preto representam 





























VII - CONCLUSÕES 
Os resultados obtidos com ratos Wistar normotensos expostos à dieta high 
salt desde o desmame até a idade adulta nos permitem afirmar que: 
I. Esses ratos responderam menos à acetilcolina, mas não ao nitroprussiato 
de sódio, administrados pela via intravenosa. Esse efeito pode estar 
relacionado com os baixos níveis de NO observados no plasma dos ratos 
NaCl 8%; 
II. Ratos expostos à dieta high salt demonstraram maior responsividade para 
angiotensina I in vivo. Efeito que pode estar relacionado, pelo menos no 
grupo NaCl 8%,  com o aumento da atividade da ECA plasmática. O 
aumento da responsividade para a angiotensina II parece ser mediado pela 
redução da expressão de receptores AT2 e aumento da expressão de 
receptores AT1 e estes podem modular ou serem modulados pelos baixos 
níveis de angiotensina II e aldosterona observados no plasma; 
III. Artérias aorta oriundas de ratos submetidos à dieta high salt apresentam 
aumento da atividade da via RhoA/ROCK, evidenciada pela maior 
translocação da RhoA do citosol para a membrana plasmática e pela maior 
fosforilação da MYPT1; 
IV. Apesar do influxo de cálcio não ter sido alterado, células musculares lisas 
de ratos expostos à dieta high salt tiveram quantidades menores de cálcio 
intracelular. Esse efeito parece estar relacionado com a redução na 
expressão das SERCAs, o que acarreta menos cálcio recaptado para 
dentro do retículo endoplasmático e consequentemente menor liberação 
desse íon;  
V. Artérias aorta obtidas de ratos expostos à dieta high salt tiveram aumento 
na expressão de calmodulina e CAMKII, a qual parece ter reduzido a 
densidade de MLCK.  Isso pode ter contribuído para a não fosforilação da 
MLC; 
VI. Em conjunto nossos resultados demonstraram que a dieta high salt induziu 
uma alteração nos mecanismos reguladores da contração: maior atividade 
da via RhoA/ROCK com inibição da miosina fosfatase contrabalanceada 
com inibição na via de transdução do cálcio intracelular, ambos 
contribuindo para a manutenção da responsividade vascular. 
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VIII- PERSPECTIVAS  
 Os resultados obtidos com esse estudo são de fundamental importância 
para a compreensão dos efeitos funcionais e moleculares induzidos por altas 
quantidades de sal na dieta de indivíduos desde a fase inicial da vida até a idade 
adulta jovem. Apesar disso algumas questões adicionais ainda precisam ser 
respondidas: 
I. O que faz com que a RhoA/ROCK se torne mais ativa? Será que o sal per 
se é capaz de causar esse efeito, ou o sal altera algo anterior que leva à 
maior atividade da RhoA/ROCK? 
II. O que causa a redução na expressão das SERCAs e consequente 
diminuição na recaptação de cálcio? 
III. A longo prazo, que consequências poderão sofrer as células por estarem 
armazenando menos cálcio? 
IV. Até quando esse balanço entre RhoA/ROCK e cálcio poderá evitar a 
hipertensão? O que fará com que esse balanço seja interrompido? 
Sendo assim, estudos posteriores serão necessários para esclarecer estes 
questionamentos e contribuir para melhor compreensão acerca dos mecanismos 
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